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INTRODUCTION. 


Dans un travail précédent [4], nous avons apporté la preuve 
(directe que l’enzootie équine qui sévit depuis plusieurs années 
(dans différentes régions de la France (Sadéne-et-Loire, Morvan, 
Massif Central, Bretagne, Normandie, Nord, Aisne, etc.) était 
je botulisme D. Cette preuve directe nous a été fournie par |’iso- 
Jement 4 Le Catelet (Aisne), du foie d’un cheval mort, de la 
premiére souche francaise de Cl. botulinum D, immunologique- 
ment identique a la souche belge W, isolée par Willems dans 
le mal d’Aiseau, forme régionale de botulisme équin D [2]. Cette 
preuve directe venait confirmer tout un faisceau de preuves 
iindirectes, telles que : pouvoir agglutinant plus grand des sérums 
de convalescents sur les divers types de Cl. botulinum que les 
‘sérums normaux [8] et action curative spécifique sur la maladie 
francaise [44] d’un sérum anti-botulique D préparé avec la souche 
belge. 

Toutefois, la souche frangaise 468 présente des différences de 
degré tres marquées avec la souche belge W : 1° elle est cinquante 
‘fois plus toxinogéne ; 2° elle ne sécréte qu’une faible quantité du 
(poison convulsivant non antigénique ; 3° elle est fortement auto- 
.agglutinable. 
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Son trés haut pouvoir toxinogéne nous a permis de préparer 
une anatoxine et une antitoxine trés actives et de commencer 
l'étude pharmacodynamique et immunochimique de la toxine D. 
Ce sont ces recherches que nous allons ‘exposer dans ce mémoire. 


A. — Toxine BoTULIQUE D. 


Pour l’étude de la toxine botulique D, nous avons utilisé 
4 souches : 2 souches d’Afrique australe, AA 1 et AA 2, une souche 
belge, W, une souché frangaise, 468. En se plagant dans des 
conditions rigoureusement identiques, les DMm respectives de 
ces 4 toxines pour la souris de 17 a 20 g. étaient : AA 1 = 1/200 de 
centimetre cube; AA2 = 1/500 de centimétre cube; W = 
1/2.000 de centimetre cube ; 468 = 1/100.000 de centimétre cube. 
Les souches AA 1, AA 2 et W donnent des suspensions stables 
en eau physiologique ; la souche 468 est auto-agglutinable aussi 
bien en bouillon qu’en eau distillée et en eau physiologique. 

Toxine Totare. — La toxine brute totale obtenue soit par centri- 
fugation, soit par filtration, renferme 8 poisons différents : 

1° Un poison convulsivant non antigénique ; 

2° Une hémolysine ; 

8° Une toxine vraie, léthale, spécifiquement botuligéne. 


I. Potson CONVULSIVANT NON ANTIGENIQUE. — Quand on injecte 
plusieurs DMm de toxine W au cobaye, celui-ci présente trés 
rapidement des secousses musculaires cloniques, pousse des cris 
et peul méme mouri de convulsions en quelques minutes. Si le 
toxique convulsivant est en quantité subléthale, le syndrome 
convulsif disparait trés rapidement, puis l’incubation botulique 
asympltomatique débute, dure vingt-quatre a trente-six heures et 
les paralysies s’installent peu a peu : paralysie pharyngo-laryngo- 
cesophagienne, avec aphonie et salivation, paralysie flasque de 
toute la musculature striée, principalement du cou (signe du nez). 
Le poison convulsivant est thermostable : aprés chauffage de 
cing minutes a 100°, c’est le seul des 3 toxiques qui subsiste. 
Nous avons émis l’hypothése qu’il s’agit d’amines de décarboxy- 
lation. Les souches AA 1, AA 2 et 468 n’en produisent que de trés 
faibles proportions. 


II], Hémorysine. — Les souches W et 468 produisent rapi- 
dement (un a trois jours) en bouillon VF glucosé a 1 p. 100, A 
30°, une hémolysine active au 1/200 de centimetre cube sur les 
globules rouges de mouton, cheval, poule, cobaye, souris, rat et 
homme. Les souches AA 1 et AA2 sont A peine hémolytiques. 
C’est une hémolysine thermolabile, peu ou pas oxydable, mais 
activable par l’hydrosulfite, précipitable par le SO,(NH,), (dose 


| 


| 


| 
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hémolytique du précipité aprés dessiccation : 1 mg.), présentant 
_la réaction de Nagler (trouble les émulsions d’ovolécithine) inhibée 
aussi bien par les sérums normaux que par les sérums_anti- 
botulique D et anti-perfringens. Il s’agit done d’une lécithinase 


du type a; son étude complete a été faite par l'un de nous [4] et 
nous ne nous étendrons pas sur elle, car sa faible activité permet 
de dire qu’elle ne joue aucun réle dans la pathogénie du botu- 
lisme équin. — 


II]. Toxine BoTULIQUE VRAIE, LETHALE. — C’est ce constituant, 


de beaucoup le plus important, que nous avons étudié avant 
tout. 


| Propuction. — a) Milieu. — C’est en bouillon. VF glucosé 
(a 1p. 100, pH 7,4, que nous avons obtenu la meilleure toxine. 
‘L’acidification du milieu est trés rapide ; elle peut déja atteindre 
pH 4 en quarante-huit heures. L’anaérobiose stricte est néces- 
saire. L’influence du glucose est certaine : dans une expérience 
comparative, en lVabsence de glucose, nous avons obtenu une 
toxine témoin dont la DMm est 1/10.000 de centimetre cube ; 


‘Vaddition de 2 p. 1.000 de glucose a élevé la DMm a 1/20.000 
de centimetre cube, tandis que l’addition de 10 p. 1.000 I’élevait 
a 1/50.000 de centimétre cube. Au contraire, l’addition de sérum 
au bouillon inhibe la production : un témoin sans sérum avait 
donné une DMm de 1/100.000 de centimétre cube alors qu’un 
bouillon additionné de 2 p. 100 de sérum n’a donné qu’une 
DMm de 1/10.000 de centimétre cube. 

L’addition d’ions Ca++ n’a pas d’action sur la toxinogénése. 
Si les bouillons de viande sont trés supérieurs aux bouillons végé- 
faux, on peut néanmoins -produire la toxine sur ces derniers : 
sur décoction de luzerne nous avons obtenu une DMm de 
41/100 de centimetre cube, et sur bouillie de marron d’Inde une 
DMm de 1/1.000 de centimétre cube. Ces derniers résultats 
prouvent que le botulisme équin peut étre dd a J’ingestion de 
ioxine élaborée par-la croissance du Cl. botulinum D sur four- 
rage humide. 

b) Température. — C’est & 33° que nous avons obtenu les meil- 
leures toxines : 3 ballons du méme lot de bouillon placés respec- 
tivement a 33°, 35° et 38° ont fourni des DMm de _ 1/100.000 
de centimétre cube, 1/50.000 de centimétre cube et 1/20.000 de 
de centimétre cube. 

c) Temps d’apparition. — La toxine se forme rapidement. Déja 
apres vingt-quatre heures de culture a 33° on obtient une 
DMm de 1/10.000 de centimétre cube (souris). Le taux augmente 
ainsi progressivement jusqu’au cinquiéme ou sixiéme jour ow 


'la DMm atteint 1/100.000 de centimetre cube (souris). 
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SEPARATION. — On peut séparer la toxine de la culture par 
divers procédés : 

a) Filtration. — Par filtration sur L, on constate une perte de 
toxicité de 10 p. 100 quand on opére sur un litre. 

b) Centrifugation. — La perte est ici indiscernable. C’est la 


méthode la plus simple donnant le meilleur rendement. 

c) Précipitation. — L’addition de 700 g. de SO,(NH,), a la 
toxine centrifugée précipite celle-ci dans la proportion de 
80 p. 100. Le rendement en toxine séche est de 7,8 g. par litre de 
toxine liquide. 

d) Extraction a partir des corps microbiens. —‘L’un de nous [5] 
a montré, le premier, que les corps microbiens lavés cinq fois 
sont trés toxiques pour le cobaye et que par la méthode de 
Raynaud [6} on pouvait en extraire une toxine exactement pareille 
a la toxine diffusée spontanément dans le milieu. Ainsi ]’exotoxine 
botulique est un des constituants du corps microbien qui passe 
rapidement dans le liquide de culture. Le méme fait a, d’ailleurs, 
été constaté par Raynaud et Second [7] pour les toxines botu- 
liques A et B. Cette extraction est impossible par l’eau distillée, 
uuile par la pepsine, faible par un tampon acétate de pH 4, et 
tres importante par Je mélange chlorure de sodium M/1 + citrate 
trisodique M/10; on obtient ainsi un extrait opalescent qui, aprés 
dialyse, tue a la dose de 1 cm* x 10~—*. Il peut étre concentré 
par congélations fractionnées : c’est le premier stade de la puri- 
fication de la toxine D, que nous étudions avec D. Boroff et 
M. Raynaud et dont les résultats seront publiés ultérieurement. 


CARACTERES DE LA Toxine D, — a) Spécificité. — La toxine D © 


nest neutralisée 4 aucun degré par les sérums anti-botuliques A 
e, B, Ainsi 1 cm* du premier, neutralisant 50.000 DMm de 
toxine A et 1 cm* du second, neutralisant 250.000 DMm de 
toxine B, ne neutralisent pas 1 DMm souris de toxine D aprés 


— 


un contact de deux heures & 40° : la souris meurt dans le — 
méme temps que la souris témoin, avec le méme syndrome botu- 
lique typique. Ni les sérums antigangréneux (mono- ou poly- | 
valents), ni les sérums antistreptococciques n’affaiblissent l’acti-_ 
vité tres grande de cette toxine (bien que certains cas d’encé-_ 


phalomyélite équine aient été guéris par ces sérums). 

5) Résistance aux agents physiques et chimiques. — a) Chaleur : 
Un séjour de quarante-huit heures a 38° n’atténue pas la toxine D 
de fagon appréciable. Un chauffage de trente minutes a 56° ou de 
une minute a 100° détruit 90 p. 100 de son activité. Un chauffage 
de cing minutes a 100° la détruit complétement. : 


@) Vietllissement : La toxine liquide placée a 4° perd 50 p. 100 — 


de son pouvoir toxique dans les trente premiers jours ; puis elle 
se stabilise. A 18° comme a 38° Ja perte atteint 80 p- 100 en trente 
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ours. La toxine séche est trés stable a la glaciére ; mais, diluée 
i la dose de 1 mg. par centimétre cube d’eau physiologique, elle 
se conduit comme la toxine liquide vis-a-vis du vieillissement. La 
oxine, vieillie et alténuée, n’est pas réactivée par l’hydrosulfite 
[ecodinanna: p. 100. 

y) Lumiere: La lumiére n’accélére pas l’atténuation de la 
oxine par le vieillissement. 

8) Agents chimiques ; L’eau oxygénée a 10 volumes ajoutée en 
proportion de 1 p. 1, Vhydrosulfite de sodium au taux de 1 g. 
pour 4 cm? de toxine n’ont aucune action sur elle. La pepsine 
Vaillant de titre 500, ajoutée a la toxine liquide a raison de 5 g. 


5 
) 


par litre et laissée en contact quarante-huit heures a 38°, n’a 
hucune action sur elle. Par contre, l’acide chlorhydrique 4 
',5 p. 100 la détruit en deux heures, tandis que l’acide trichlor- 
acétique a 10 p. 100 la détruit en quinze minutes. Rappelons que 
“est avec la toxine D préparée par nous que Jude, Girard et 
Warrat [8] ont montré le pouvoir destructeur du permanganate 
le potassium et du chlore sur les toxines botuliques. 

ce) Action sur la toxine télanique « in vivo ». — Torda et 
Wolff [9] ont étudié les mécanismes pharmacodynamiques des 
foxines botuliques A et B et tétanique sur la synthése de l'acétyl- 
bholine au niveau de Ja plaque neuromusculaire. 

Nous avons voulu voir si des doses nettement infra-mortelles 
fe toxine D influencaient l’évolution du tétanos expérimental du 
eobaye provoqué par 1 DMm de toxine fillrée. Non seulement 
res doses non léthales répétées de toxine botulique n’influencent 
yas l’évolution du tétanos expérimental, mais Jes deux syndromes 
3 installent chez le méme animal, évoluant simultanément sans 
action réciproque synergique ni antagoniste et l’animal meurt 
Jans le méme temps que les témoins tétanique seul .et botulique 
seul, en présentant les paralysies flasques botuliques et les rai- 
deurs tétaniques. 

d) Sensibilité des espéces. — Il existe de trés grandes diffé- 
rences de sensibilité entre les espéces animales et, pour une 
méme espéce, les DMm sont trés différentes suivant la voie 
Vintroduction. Voici des données établies avec un méme lot de 
oxine liquide : 

Souris blanche. — La souris de 20 g. est tuée en un a quatre 
ours par l’injection sous-cutanée ou intrapéritonéale de 1/100.000 
Je centimétre cube. Le rapport cm*/kg. est done de 1/2.000. Par 
voie orale, il faut 1/100 de centimétre cube pour obtenir la mort 
on deux a quatre jours, soit 1.000 DMm_ sous-culanées, rap- 
port. em*/Kke == 1/2. 

Cobaye. — Le cobaye de 250 g. est tué en deux a quatre jours 
par une injection sous-cutanée de 1/10.000 de centimétre cube, 
soit 10 DMm_ souris, rapport CUE le o00 wears VOLe 


6 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


orale, il faut 1/1.000 de centimétre cube, soit dix fois plus, rap- 


port cm*/kg. = 1/250. Le cobaye est done plus sensible que la 
souris par les deux voies. bh 

Rat blanc. — Le rat de 160 g. est tué en deux a six jours par 
V'injection sous-cutanée de 1/2.000 de centimétre cube, soit 
50 DMm souris : rapport cm*/kg. = 1/320; par voie orale, 


il faut, pour oblenir le méme résultat en quatre a cing jours, 
1/40 de centimetre cube, soit cinquante fois plus; rapport 
cm?/kg. = 1/64. La voie sanguine est plus sensible, il suffit de 
1/5.000 de centimétre cube par kilogramme pour tuer le rat en 
vingt-quatre heures. 

Singe. — Le cynocéphale de 3 kg. est tué par injection sous- 
cutanée de 1/2.000 de centimétre cube en trois 4 quatre jours, 
soit 50 DMm souris, rapport em*/kg, = 1/6.000. C’est done 
animal le plus sensible par la voie sous-cutanée (ce qui fait pré- 
sumer que l’homme doit étre trés sensible 4 la toxine D). Par 
voie orale, il faut 0,25 cm* pour le tuer en deux jours, soit 
500 DMm sous-cutanée, rapport em*/kg. = 1/12. 

Lapin. — Le lapin est tué par voie orale en vingt-six heures 
avee 1/12 de centimétre cube par kilogramme : paralysie, sali- 
vation, mydriase, météorisme malegré la persistance du_péristal- 
tisme. Le sang du cceur prélevé aprés la mort est toxique : 
1/5 de centimétre cube de sérum tue la souris par botulisme. 

Par vole sous-cutanée, 1/8.000 de centimétre cube par kilo- 
gramme tue le lapin en trente-six heures, et 1/16.000 de centi- 
métre cube par kilogramme tue le lapin en quatre jours. 

Par voie veineuse, 1/16.000 de centimetre cube par kilogramme 
le tue en moins de vingt-quatre heures. La voie sanguine est done 
plus sensible que les autres voies. Le lapin apparait done comme 
le plus sensible parmi les animaux de laboratoire. 


_Poule. — La poule de 2 kg. est tuée en sept jours par l’injec- 
tion sous-cutanée de 1 cm*, soit 100.000 DMm souris, rapport 
em*/kg. = 1/2. C’est l’animal le plus résistant par cette voie. 


ae a > a ie a 6 
Par vole orale nous n avons pas pu tuer, ni méme déclencher 
le botulisme, méme par ingestion de 20 cm* de culture, La toxine 
botulique D est détruite dans le tube digestif de la poule. 


Chat. — Un chat de 3,5 kg. est mort en six jours aprés 
une injechon de 1,5 cm* (soit 150.000 DMm souris). Rap- 
~ Fe 3 = ~~ 2 
port cm*/kg. = 1/2,5. Par voie orale, nous n’avons pas pu pro- 


pear) le botulisme expérimental, méme aprés ingestion de 
20 cm*. Comme pour la poule, son systéme digestif détruit tota- 
lement la toxine D. 

Poisson (1). — Le ciprin doré de 10 g. meurt en quatre a cing 


_() L’expérience sur les pois 
O. Girard, A 1’Institut Paste 
vivement. 
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jours dans un aquarium dont l’eau renferme 1 dg. de toxine 
séche pour | litre d’eau. I] n’est pas possible de déduire de cette 
| expérience la DMm intrinséque. 

| On voit par ces chiffres que la sensibilité des espéces se range 
suivant l’ordre décroissant : lapin, singe, cobaye, souris, rat, 
chat, poule. I] aurait été intéressant de situer dans cette échelle 
celle du cheval, mais le prix élevé de cet animal nous a interdit 
cette recherche. La grande similitude cobaye-souris nous permet 
de faire toute lexpérimentation et les titrages sur souris, 
Vanimal actuellement le moins cher. Le chat et la poule, tres 
/résistants, permettront d’étudier le botulisme expérimental a 
marche trés lente et d’en trouver les mécanismes pharmaco- 
_dynamiques. La destruction de Ja toxine D dans le tube digestif 
nest pas forcément d’origine enzymatique, puisqu’elle résiste 
_a la pepsine in vitro. Par contre, l’acidité peut jouer un rdéle 
important. 

e) Botulisme expérimental. — Nous n’avons trouvé aucune dif- 
férence entre le botulisme expérimental D et les botulismes A et B. 
Chez la souris, il débute par des paralysies flasques du train pos- 
térieur, en particulier des extenseurs ; la queue est trainante ; le 
museau est collé au sol; la dyspnée est intense. Des morts bru- 
tales figent les animaux dans des attitudes variées aprés une 
phase terminale d’agitation convulsive, souvent en extension. 

Aprés une dose infra-mortelle, on peut observer des formes 
_ chroniques cachectisantes. C’est chez le cobaye que le tableau 
est le plus caractéristique : aphonie, salivation, atonie de la 
musculature striée, paralysie de la nuque. A l’autopsie on ne voit 
pas de lésion bulbaire ou encéphalique macroscopique. On ne 
voit pas non plus de lésion gastrique hémorragique, mais un 
tympanisme considérable ; |’injection intradermique d’une dose 
submortelle ne provoque pas de dermonécrose. 

Des doses infra-mortelles répétées sont plus toxiques qu’une 
DMm unique : il y a sommation ; ainsi, pour une toxine séche 
dont la DMm cobaye est 5 y, il suffit de trois injections de 1 y a 
vingt-quatre heures d’intervalle pour provoquer un_botulisme 
mortel, alors que l’injection unique de 3 y reste sans effet. 

Chez le rat; on constate de l’aphonie, de la paralysie du train 
postérieur et de l’hypersalivation. 

Chez le singe, la mydriase est nette, contemporaine des para- 
lysies flasques. A l’autopsie : dilatation gastrique considérable 
sans lésion macroscopique ; pas de lésion encéphalique. 

Chez le chat, aprés l’injection sous-cutanée de 150.000 DMm 
souris, on voit apparaitre, apres deux jours, une atonie du train 
postérieur avec constipation mtense et aphonie ; une mydriase 
considérable s’installe le troisiéme jour, le train arriére eat para- 
lysé ; le cou devient flasque, la téte tombe. Salivation intense. 
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Paralysie complete le cinquiéme jour et mort le sixiéme. Pas de 
lésion visible a l’autopsie. f 

Chez la poule, aprés injection de 50.000 DMm souris, on voit 
apparaitre, aprés quarante-huit heures, de V’incoordination motrice 
avec paralysie flasque du cou. Pas d’aphonie. Au douzieme jour, 
il persiste encore une parésie des pattes et des doigts, puis tout 
rentre dans l’ordre; sacrifiée aprés un mois, les suspensions 
aqueuses de cervelle broyée, de muscle, de gésier n’ont aucune 
action toxique pour la souris, ni aucune action protectrice ou 
destructice pour la toxine ; son sérum ne contient pas d’antitoxine. 

Apres injection de 100.000 DMm souris, une autre poule 
présente, dés le premier jour, des paralysies des membres, de 
Vincoordination et une paralysie flasque du cou. Il n’y a ni 
aphonie, ni trouble de Ja déglutition. La mort survient le 
treiziéme jour. 

Virulence des cultures totales. — L’injection ou J’ingestion de 
culture totale provoque un botulisme expérimental identique 
a celui qui est provoqué par la toxine seule. Les animaux qui 
ont ingéré une D. M. de culture meurent sans présenter de lésion 
particuliére et il n’a jamais été possible de retrouver le germe 
dans le foie, comme cela a leu chez le cheval spontanément 
infecté. Ce fait est probablement dd a ce que le cheval n’a pas 
de vésicule biliaire et que son foie a un tropisme particulier pour 
le type D (qui n’existe d’ailleurs pas pour les types A et B). 

Des souris affamées, auxquelles on donne & manger des 
cadavres de souris ayant ingéré des cultures totales, ne pré- 
sentent pas de botulisme expérimental. 

Le chat ayant ingéré 100.000 DMm souris de culture totale 
ne présente aucun trouble et le germe ne peut pas étre retrouvé 
dans ses selles. 

_La poule ingére 20 cm* de culture totale sans inconvénient ; 
ni le germe, ni la toxine, ne se retrouvent dans les selles. Tous 
ces faits s’ajoutent 4 ceux que nous avons déja signalés [4] et 
nous font préférer l’hypothése de Geurden [40] a l’opinion clas- 
Sique qui incrimine les cadavres de chats ou de rongeurs dans 
le foin pour expliquer la pathogénie du botulisme spontané. 

Tutrage de la toxine. — In vivo : Le titrage de la toxine se fait 
par dilutions progressives en eau physiologique peptonée a 
1 p. 100. La voie intrapéritonéale est préférable chez la souris 
& la voie sous-cutanée. Les DMm sont égales par les deux 
voles, mais la mort est plus rapide : deux jours au lieu de trois 
a quatre jours. 

Nous avons défini notre DMm la plus petite dose de 
foxine tuant la souris blanche de. 17 & 20 g. en deux jours par 
vole intrapéritonéale. 


In vitro : Floculation. — La toxine botulique peut étre titrée 
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| par floculation. Parmi les sérums obtenus sur cheval, l’un d’eux, 
| le 74, donne une floculation vraie (souvent encadrée de deux 
floculations paradoxales, l’une trés précoce, l’autre tres lente) 
qui correspond au titrage in vivo. Cette floculation se produit en 
| trols heures environ. Connaissant le titre du sérum que nous 
_prenons pour étalon de floculation, nous en déduisons le titre 
de la toxine. 
| L’unité antigénique de toxine est définie : la quantité de toxine 
gut provoque la floculation initiale en mélange avec 1 unité 
| antitoxique. 


B. — ANATOXINE. 


Alors qu’avec la souche belge W nous n’avons pu obtenir 
_l’anatoxine qu’aprés élimination de la substance toxique convul- 
| sivante non atténuable par le formol, avec la souche frang¢aise 468 
| la toxine est directement transformable en anatoxine par formo- 
_lage a 8 p. 1.000 et incubation a 37° pendant dix jours. Si au lieu 
de toxine brute, nous utilisons la toxine extraite des corps bacté- 
riens (DMm souris = 1 x 10—* cm), le méme taux de formol 
) améne l’atténuation en cing jours seulement a 37°. Mais quel 
que soit l’antigéne employé — toxine brute ou extraite des corps 
| microbiens —, il se produit peu a peu un trouble abondant qui 
flocule en un précipité grisdtre qui se rassemble lentement au 
iond du récipient. Ce précipité, qu’on obtient facilement par cen- 
trifugation, est insoluble dans l’eau et les solvants habituels ; il 

coagule a 100°. Dans CIH concentré il jaunit puis devient violet 
| en douze heures. I] n’est ni toxique, ni antigénique. 
| Le pH de J’anatoxine est trés acide : entre 3 et 4. Elle provoque 
| une hémolyse acide. L’anatoxine est non seulement stérile, mais 
| défavorable a toute culture par les souillures de 1’atmosphére. 
Un flacon ouvert sur une table pendant douze heures, puis placé 
a l’étuve dix jours reste stérile. 

Contréle et vaccination du cobaye. — Le cobaye supporte 
5 cm® d’anatoxine sous-cutanée sans réagir. Mais si |’injection a 
été faite trop prés du derme, il se produit une petite lésion nécro- 
| tique superficielle. 

Des cobayes qui regoivent une injection de 1 cm’, puis dix jours 
aprés, une injection de 2 cm* présentent dans leur sérum, quinze 
jours aprés la deuxiéme injection, de 50 a 100 U. A. par centi- 
métre cube. Une troisiéme injection fait monter ce taux a 200 U. A. 

Vaccination de la souris. — La souris supporte 0,5 cm® d’ana- 
toxine sans réaction. Deux injections de cette dose a dix jours 
_ d@’intervalle la vaccinent contre 10 DMm. Trois souris sur 6 apres 

vaccination ont supporté 100 DMm. 

Vaccination humaine. — 'L’injection dans le tissu sous-cutané 
de 0,5 cm’ provoque une légére douleur qui disparait trés vite. 
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aprés la derniére injection, 


Myperimmunisation du cheval. — Avec la collaboration de Lemé- 
tayer, Nicol et Girard [14], nous avons réalisé Vhyperimmunisatior, 


cube de sérum quarante jours 
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du cheval par divers antigénes, dont le meilleur a été l’anatoxine 
précipitée & lalun. On injecte A deux ou trois jours d’intervalle 
5, 10, 15, 20, 40, 80, 120, 160, 200 et 250 cm? de cette anatoxine. 
Des saignées d’épreuve pratiquées a partir de la quatriéme injec- 
tion nous ont montré une phase de silence assez longue dans la 
réponse des anticorps (1/25 d’U. A. jusqu’a 80 cm’), puis une 
montée trés rapide des anticorps aprés l’injection de 160 cm’. 
Aprés la derniére injection le cheval 73 titrait 250 U. A. au centi- 
métre cube et le cheval 74 titrait 500 unités. Aprés la reprise de 
Yimmunisation par 50+50+100+150, les taux étaient respecti- 
vement 1.600 et 3.200 U. A. et, aprés la deuxiéme reprise (5+ 100 
+150), ils atteignirent 2.100 et 3.300 U. A. Depuis ils se main- 
tiennent a ce niveau. Le graphique I, ou on a porté en abscisses 
le temps en jours et en ordonnées les logarithmes des taux anti- 
toxiques, rend compte de cette montée brutale des anticorps. 


C. — ANTITOXINE. 


Les sérums réalisés 4 partir des antigénes de la souche belge W 
étaient relativement faibles : 0,1 A 0,05 cm?’  neutralisaient 
100 DMm souris. Les sérums 73 et 74 réalisés avec la souche 
_ francaise 468 sont trés actifs. On peut les titrer in vivo sur souris 
ou in vitro par floculation. La pratique de la floculation nous a 
montré qu il est nécessaire de mettre en contact l’antigéne avec 
Vanticorps pendant deux heures a 40° pour obtenir la neutrali- 
sation. 

Titrage « in vivo ». — Nous avons pris comme unité antitoxique 
la plus petite quantité de sérum neutralisant complétement 
100 DMm souris en deux heures 4 40° (8 souris survivantes 
sur 3). Dans ce systéme, le sérum 73 titre 2.100 unités au centi- 
métre cube aprés la troisiéme série d’injection (voir graphique 
de la montée des anticorps) et le sérum 74 titre 3.300 unités. 

Titrage par floculation. — Le sérum 73 flocule mal (lentement 
et irréguliérement). Par contre, le sérum 74 flocule vite et régu- 
liérement ; toutefois, il faut savoir qu’il y a trois zones de flocula- 
tion, dont deux paradoxales : une premiére zone de floculation 
apparaissant en quinze a vingt minutes et ne correspondant pas 
a la neutralisation toxine vraie x antitoxine vraie. Nous supposons 
qu’il s’agit de la réaction d’un antigéne du bouillon contre son 
anticorps. 

Une deuxiéme zone de floculation apparaissant en deux a trois 
heures et qui correspond au titrage in vivo. 

Une troisiéme zone, trés tardive (cing a six heures), correspon- 
dant probablement a la floculation de l’antigéne flagellaire avec 
son anticorps, comme l’un de nous l’a montré pour la floculation 


tardive du tétanos [42, 413]. 
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Cette floculation vraie, la deuxiéme, a permis d’étalonner le 
sérum 74 apres dessiccation dans le vide : 0,05 mg, de cet étalon 
desséché neutralise 100 DMm et constilue Vunité antitoxique 
in vivo et in vitro. Ainsi, pour titrer une toxine par rapport a 
l’étalon, il suffit de pratiquer la floculation et l’unité antigénique 
(de floculation) sera la quantité de toxine exactement neutnalisée 
({loculation initiale) par 0,05 mg. de sérum étalon. 

Sérothérapie du botulisme D. — Jusqu’ici nous n’avons utilisé 
le sérum anti-D que contre le botulisme ¢quin. Les premiers 
résultats ont été rapportés récemment [441]. Ils sont tres encou- 
rageants. Voici comment les premiers essais ont été conduits 
injection intraveineuse aussi précoce que possible de 200 cm* de 
sérum. Plusieurs cas de botulisme grave, avec paralysie totale 
ont été guéris en quinze a vingt-quatre heures de cette fagon. 
Dans d’autres cas il a fallu répéter une ou deux fois cette injec- 
tion. La sérothérapie ne dispense pas du traitement conseillé par 
divers vétérinaires : sérum glucosé et rechloruration. L’extension 
de cette sérothérapie & tous les syndromes botuliques équins et 
bovins montrera si tous sont du type D ou si on doit, comme en 
Espagne, incriminer le type C et ainsi réaliser un sérum bivalent. 


CONCLUSIONS. 


1° La toxine botulique D renferme 3 poisons différents : un 
poison convulsivant non antigénique, une hémolysine et une 
toxine vraie, léthale, spécifiquement botuligéne. 

2° Le poison convulsivant, surtout produit par la souche belge, 
est le seul thermostable. 

3° L’hémolysine est faiblement active, thermolabile, et présente 
les caractéres d’une lécithinase du méme groupe antigénique que 
le facteur a du genre Welchia. 

4° La toxine vraie est trés active surtout pour la souche fran- 
gaise 468. La DMm souris est de 0,00001 cm*. Elle apparait 
a 33° en bouillon VF glucosé a 1 p. 100 en quarante-huit heures 
et atteint son maximum en quatre a six jours. C’est un consti- 
tuant du corps bactérien, extractible par la méthode de Raynaud. 
Elle n’est pas neutralisée par les sérums anti-A et anti-B, méme 
a forte dose. Elle se transforme facilement en anatoxine. Elle est 
thermolabile, partiellement altérable par vieillissement, détruite 
par les acides et certains oxydants. Elle n’a aucune action in vivo 
sur la toxine tétanique : les deux syndromes n’interférent pas 
mais évoluent ensemble chez le méme animal. 
Re eae de sensibilité pour les animaux de labo- 
a : lapin, singe, cobaye, souris, rat, poisson, chat, poule. 
ae deux derniéres espéces sont trés résistantes, surtout par voie 
orale. Le botulisme D expérimental est semblable au botulisme 
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A et B. L’ingestion de culture ou de toxine produite sur bouil- 
lon végétal confére le méme botulisme. 'L’animal de choix pour 
le titrage de la toxine est la souris blanche par voie intrapérito- 
~néale. On peut titrer la toxine par floculation, a condition de dis- 
cerner la floculation vraie de deux floculations paradoxales qui 
lencadrent. L’anatoxine peut servir a la vaccination humaine et 
a Vhyperimmunisation du cheval. Chez ce dernier la montée des 
anticorps est trés rapide et on obtient des sérums titrant de 2.200 
a 5.300 unités antitoxiques par centimétre cube. Le titrage du 
sérum peut se faire in vivo sur la souris blanche contre 
100 DMm ou in vitro par floculation. 

Les premiers essais de sérothérapie curative par injection intra- 
veineuse ont amené des guérisons rapides et complétes. 
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L'ION POTASSIUM ET LA CROISSANCE 
DE LA BACTERIE MORAXELLA LWOFFI 


par Anpri LWOFF et Hitine IONESCO. 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie Microbienne.) 


Le potassium est parmi les métaux indispensables au déve- 
loppement de certains micro-organismes [8, 4, 5]. On connait 
aussi son action stimulante sur la croissance et la fermentation 
chez des levures [4]. 

Nous avons établi la nécessité de Vion K+, remplacable par 


9. ®. pyruvique/ern3 
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Fic. 4. — Production d’acide pyruvique aux dépens de Il’acide malique en 
absence de phosphore (les bactéries ont été cultivées dans un milieu synthé- 
tique ot la concentration en phosphates était le facteur limitant) 


les ions Cst et Rbt+, pour la décarboxylation oxydative des 
acides I-malique et oxalo-acétique par les Morarella (ay Rappe- 
lons: que pour une concentration donnée de KCl, la production 
dacide pyruvique est linéaire (fig. 1). La vitesse de production 
varie considérablement selon la concentration en ions K, la 
vitesse maximum correspond a une concentration M x 10-2, ile 


probleé > la nécessité 
Eronigme de la nécessité du potassium pour la croissance des 
Moraxelles se trouvait posé, 
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CROISSANCE ET 10N K+. — Nous avons utilisé le milieu 
synthétique: suivant: SO,(NH,), 0,75 S53, SO.Me  0,05(re;.: 


PO,Na,H.2H,O 5 g.; HC] N pour un pH 7,8; ‘eau bidis- 
tillée q. s. pour 1.000 cm’. On ajoute avant l’ensemencement 
une solution de citrate de fer pour une concentration 
finale M x 10~ et l’aliment carboné choisi, A une concentration 
de 1 p. 1.000. 

La souche subit un premier passage dans ce milieu sans KCl. 


AO. 
/70 


/30 


Ze oa 


207m. 


Fie. 2 — Croissance de Morazella dans un milieu a base de succinate de CINE 
en fonction de différentes concentrations en chlorure de potassium (0a 10 —? M). 


Grace au potassium apporté par l’ensemencement, il y a déve- 
loppement d’une culture abondante. Cette culture est ensuite 
diluée environ cinquante fois dans du milieu neuf additionné 
d’aliment carboné et répartie dans des tubes. On ajoute du KC] 
a concentrations variables. Les tubes sont agités a 34° et Von 
suit la densité optique a |’électrophotométre de Meunier. et: 
La figure 2 montre les résultats d’une expérience ou la ci ois- 
sance a eu lieu aux dépens du succinate de Na. On voit qu'il n’y 
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a pas eu de croissance dans le tube témoin sans potassium. Celte 
croissance est trés lente pour des concentrations en KCl de 10—° 
et 10— M. Le taux de croissance est & peu pres le méme pour 
les concentrations 5 x 10+, 10—* et 10M 

Dans une autre expérience, |’aliment carboné était représenté 
par de l’acétate de sodium. La aussi, le rapport entre la vitesse 
de croissance et la concentration du milieu en KCl est manifeste 
(voir fig. 3). 

On remarquera que le taux de croissance, dans ces deux expé- 
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Fic. 3. — Croissance de Morazella dans un milieu 4 
iss ilieu & l’acétate de sodi 
fonction de différentes concentrations de chlorures de potassium (0 4 Gone 


riences, est inférieur au taux de croissance des bactéries « nor- 
males » dans le méme milieu. Ceci s’explique par le fait que les 
bactéries mises en ceuvre sont des bactéries déja carencées : 
potassium, done anormales. as: 

On peut en conclure que si lion K+ est nécessaire pour la 
ee ie oxydative de Vacide I-malique et oraloucee 
pe ae un role important pour le développement des 

ella, quelle que soit la nature de l’aliment carboné. 


<a MORPHOLOGIQUES DES BACTERIES, — La carence 
ue : na entraine dans certaines conditions des modifications 
ae a so la_morphologie des bactéries. Nous avons 

ge du méme milieu synthétique liquide dépourvu de 
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potassium. La souche a subi un premier passage dans le milieu 
additionné de KCl M x 10-4, concentration qui permet un bon 
développement dans des conditions normales. A partir de cette 
culture, deux repiquages ont été effectués en milieu sans potas- 
sium. Au deuxiéme repiquage sont apparues des formes longues, 
fusiformes, que nous avons d’abord prises pour un contaminat. 
La proportion de ces formes était trés élevée et l’on avait sou- 
vent, 4 premiére vue, l’impression d’étre en présence de cultures 
pures de formes longues. Pourtant, un examen rigoureux a tou- 
jours permis de déceler, A c6té de celles-ci, des bactéries a 
morphologie normale, si rares qu’elles fussent. Les repiquages 
ultérieurs en milieu sans potassium, ou bien ne se développent 
pas ou bien donnent des cultures repiquables en série, dans 
lesquelles des formes longues peuvent étre présentes en propor- 
tion d’ailleurs variable. Mais, seules les formes courtes se 
multiplient. 


Notons que nos expériences en milieu liquide ont donné les 
mémes résultats, que l’on ait utilisé des tubes de verre Pyrex ou 
en quartz. La présence de traces de potassium dans les réactifs 
utilisés non purifiés spécialement ne peut naturellement étre 
exclue. [La quantité de potassium présente sous forme d’impuretés 
doit en tout cas étre trés faible puisque lion K+ démontre son 
action 4 M x 10—*. Tout se passe donc dans nos expériences 
comme si un mutant capable de se développer sinon en l’absence 
de potassium, tout au moins en présence de trés faibles quantités 
de potassium, avait été sélectionné. 


Mirieux sotipes. — Une goutte d’une culture ayant subi un 


passage en milieu sans potassium a été élalée sur milieu synthé- 


tique solidifié avec de la gélose ayant subi un lavage de quarante- 
huit heures a l’eau_ bidistillée. Aprés une incubation de vingt- 
quatre heures A 28°, un examen a la loupe binoculaire a montré 
l’aspect suivant : semis d’éléments longs, fusiformes, légerement 
ondulés, isolés ou accolés en faisceaux. A cdté de ces formations 
irréguliéres, on notait quelques rares colonies 4 bords réguliers, 
translucides, rappelant en tout la morphologie normale. Les exa- 
mens microscopiques de ces colonies révélent qu’elles sont formées 
de bactéries présentant, elles aussi, une morphologie normale. 
Les colonies normales développées sur milieu sans potassium 
dérivent-clles d’un mutant de la forme originelle ? A partir d'un 
premier passage sans potassium en milieu liquide, on a pratique 
des ensemencements sur un milieu gélosé sans potassium. Dans 
ces conditions, il apparait 500 a 1.000 fois plus de colonies sur 
milieu avec potassium que sur milieu sans potassium. Par contre, 
apres 14 passages en milieu liquide sans potassium, l’étalement 


) ‘sur gélose avec et sans potassium donne le méme nombre de 
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colonies. On est, dans ces conditions, en droit de se demander s: 
les passages répétés en milieu sans potassium ne sont pas produits 
aux dépens d’un mutant capable soit de se passer de potassium, 
soit de se développer avec des traces de ce métal. 


EXAMENS MIGROSCOPIOQUES DES FORMES LONGUES. — L’aspect mor- 
phologique des formes longues est le méme, que les préparations 
proviennent d’une culture en milieu liquide ou qu’elles soient pré- 


Fic. 4. — Morazella colorées au Giemsa. A gauche: bactéries normales traitées 
par la ribonucléase. A drvite: bactéries carencées en potassium aprés hydro- 
lyse chlorhydrique. 


levées 4 la surface de la gélose. La longueur des bactéries normales 
est voisine de 2,5 yp. Les formes longues atteignent 75 p. 

Des colorations au Giemsa, aprés hydrolyse par HC1 N a 60°, 
ou aprés action de la ribonucléase, permettent de mettre en évi- 
dence une formation spiralée qui s’étend d’un bout a lVautre du 
corps bactérien. Ce corps spiralé, qui se colore en rouge par la 
méthode de Feulgen, représente manifestement le noyau. En fait, 
on peut reconnaitre tous les stades intermédiaires entre le noyau 
subsphérique des bactéries normales et le long « noyau » spiralé 
des formes filamenteuses. Les formes longues pourraient résulter 
soit de la croissance sans division de formes normales, soit de la 
coatescence des éléments d’une chaine de bactéries. 

Les formes Tongues sont-elles viables ? Des fragments de gélose 
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sans potassium sur lesquels des formes longues se sont formées 
ont été découpés, placés dans un milieu renfermant du potassium 
et placés 4 28° en chambre humide. Aucun processus d’allonge- 
ment ou de division n’a été observé aprés vingt heures sur les 
filaments préalablement repérés. Par contre, sur les mémes frag- 
ments de gélose, on assistait a la. multiplication des formes 
courtes. I] est done vraisemblable que les formes trés longues 
représentent des formes de dégénérescence et ne sont pas viables. 
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HEMOLYSINE OXYDABLE DE Cl. B/FERMENTANS (°) 


Par Mayiis GUILLAUMIE, A. PESCE pz FAGONDE et A. KREGUER. 


(Institut Pasteur. Service des Toxines gangréneuses.) 


En 1902, Tissier et Martelly [4] isolent un bacille anaérobie qu’ils 
dénomment Bacillus bifermentans sporogenes aprés l’avoir minutieuse- 
ment comparé 4 W. perfringens et & Cl. sporogenes pour souligner les 
analogies et les différences existant entre ces germes. Actuellement, 
Vanaérobie découvert par Tissier et Martelly est couramment appelé 
Cl. bifermentans. 

En ensemencant cette nouvelle espéce microbienne dans les milieux 
alors connus, Tissier et Martelly, Weinberg et Seguin [2] ne peuvent 
préparer de cultures hémolytiques. 

Plus heureux, FE. M. et A. M. Miles [3] obtiennent, en 1947, des cultures 
de Cl. bifermentans capables de lyser les globules rouges de souris et 
de lapin ; ces auteurs établissent ensuite que l’hémolysine des cultures 
étudiées est une lécithinase D dont l’activité n’est pas influencée par les 
ions Ca++. Rappelons que la toxine o élaborée par W. perfringens 
est une lécithinase D activable par les ions Ca++. 

N. J. Hayward [4], E. M. Crook [9], E. M. et A. M. Miles [3] cons- 
tatent que la lécithinase des filtrats de Cl. bifermentans est neutra- 
lisée par ]’antitoxine o, des sérums anti-perfringens. 

Em expérimentant avec 34 souches de Cl. bifermentans, A. R. Prévot 
et M. Capponi [5] relévent les observations suivantes : 1° les filtrats 
des cultures préparées avec 15 souches ne contiennent pas d’hémolysine ; 
2° les filtrats des cultures faites avec les 19 autres souches hémolysent 
les hématies de souris et de mouton et donnent une réaction de Nagler 
positive ; les effets hémolytique et lécithinasique de ces 19 filtrats sont 
supprimés par des doses spécifiques de sérum anti-perfringens ; Prévot 
et Capponi en concluent que l’hémolysine des 19 filtrats s’identifie a 
celle que EK. M. et A. M. Miles ont signalée. 


Le bouillon Vf que nous avons lhabitude d’employer comme 
milieu nutritif pour de nombreux microorganismes, nous a fré- 
quemment permis de préparer des cultures trés hémolytiques ;6] 
avec la premiére souche de Cl. histolyticum que Weinberg et 
Seguin ont découverte en 1917 (Souche Letivi) ; notre observation 
a ainsi révélé les propriétés hémotoxiques de cette souche. Pen- 
dant longtemps Weinberg et ses collaborateurs l’avaient consi- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 mars 1950. 
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dérée comme inapte a engendrer une hémolysine [2]. Aprés avoir 
décelé l’effet hémolytique des cultures faites avec la souche Letivi, 
nous avons mis en évidence que ]’oxygéne de lair atténue ’hémo- 
lysine histolytique et que les réducteurs (hydrosulfite de soude, 
cystéine) augmentent l’action hémotoxique des filtrats histolytiques 
atténués. 

En outre, nous avons remarqué [7] que beaucoup de bouil- 
lons Vf préparés a des dates variées sont trés favorables a la pro- 
duction de diverses hémotoxines microbiennes : hémolysines per- 
fringens a, 9 et 8, tétanolysine, pneumolysine, hémolysine de 
Cl. chauvoet, de Cl. septicum, de Cl. sordellii ; aussi avons-nous 
utilisé plusieurs de ces bouillons dans nos recherches sur Cl. 
bifermentans. Nous les avons d’abord ajustés a pH 7,65, glu- 
cosés 40,5, 1, 2 ou 5 p. 1.000, stérilisés puis ensemencés. Aussitdt 
aprés l’ensemencement, nous les avons mis dans différentes étu- 
ves : les unes réglées 4 31-32°, les autres 4 37°. Les cultures sont 
centrifugées dix-huit 4 vingt-quatre heures plus tard. Une partie 
des liquides de centrifugation est filtrée sur bougie L2. L’activité 
hémolytique des centrifugats et des filtrats est recherchée, sans 
retard, en présence de 0,1 cm*® d’une suspension 4 5 p. 100 d’hé- 
maties lavées de mouton. Toutes les dilutions sont faites avec 
de l’eau physiologique tamponnée 4 pH 6,5 par des phosphates. 
Dés que ces titrages sont terminés, les centrifugats et les filtrats 
sont généralement répartis dans des tubes bouchés au coton, 
quelquefois dans des tubes que nous scellons ensuite sous le 
vide ; les centrifugats sont placés dans un frigidaire & + 2° et 
les filtrats dans une étuve a 37°, pour étudier a différentes tempé- 
ratures la vitesse d’atténuation du pouvoir hémolytique des 
liquides en observation. Nous n’avons pas évalué leur action 
lécithinasique comme l’ont fait E. M. et A. M. Miles ; mais, nous 
basant sur la notion que souvent un méme microbe peut engen- 
drer 2 hémolysines différentes dans des bouillons appropriés, 
nous avons recherché s’il existe dans nos cultures bifermentans, 
centrifugées ou filtrées depuis un certain temps, une hémolysine 
activable par un réducteur et neutralisable par des sérums conte- 
nant l’anticorps d’une hémolysine oxydable. 


I. — Acriviré HiMOLYTIQUE DES CULTURES bifermentans 
FRAICHEMENT PREPAREES. 


Nous avons utilisé 8 souches de Cl. bifermentans. Etant donné 
que la plupart d’entre elles étaient conservées depuis longtemps 
dans des tubes scellés contenant du bouillon additionné de frag- 
ments de foie cuit, nous leur avons généralement fait subir au 
- moins quatre repiquages en bouillon Vf glucosé avant de recher- 

‘cher systématiquement l’activité hémolytique de toutes les sub- 


¢ 


ho 
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cultures (1). Dans le tableau I nous indiquons les plus petits 
volumes de différentes cultures centrifugées qui lysent totalement, 


Tasieau I. — Activité hémolytique, aprés centrifugation ou filtration, 
de 23 cultures préparées avec différentes souches de CI. bifermen- 
tans. Titrages en présence d’hématies lavées de mouton. 


a TEE 


SOUCHE | CULTURE CULTURE NUMERO | DOSE MINIMA 
de de la hémolytique 
Cl. bifermentans agée de obtenue a préparation (en cm*) 
32° 42 0,03 
22 heures. 370 13 0,5 
32° tke 0,02 
Tissier 48 heures. 320° 1A f 0,05 
et Martelly. 37° 15 0,06 
48 heures. 320 49 0,04 
48 heures. 320 20 0,06 
48 heures. 32° 29 0,03 
23 heures. 320 2 0,02 
22, heures. 32¢ 8 0,15 
1c. 6,02 
H 32° 16¢ 0,04 
48 heures. 320 467 0,08 
37° 47 0,2 
i8 heures. 320 48 0,04 
| 18 heures. | 32° | 24 | 0, 04 
48 heures. 32° 26 0,04 
Genth. | 24 heures. 32° 4 0,005 
| 
Dur. | 22 heures. | 32° 4 0,005 
22 heures. 32° | 5 0,006 
Pré. 46 heures. 37° 22 0,008 
Pe 22 heures. 32° 3 0,02 
Vt 16 heures. 37° 24 0.04 
137 22 heures. 320 9 0,04 
Gué. 22 heures. 32° 10 0,04 


(1) Nous avons seulement titré 2 cultures faites 4 37° avec le deuxiéme 
repiquage de 2 souches de Cl. bifermentans (Ovari et Pré) : ces 2 cultures 
étaient dénuées de tout pouvoir hémolytique vingt-deux heures apres 
Vensemencement des bouillons. Mais, lorsque nous avons examiné les 
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dans nos conditions habituelles, les hématies de mouton em- 
ployées. 

Aprés 4 repiquages, les 8 souches de Cl. bifermentans que nous 
avons étudiées ont toujours fourni & 32° des cultures hémoly- 
tiques. Les subcultures suivantes étaient hémolytiques aussi. 
Nous en avons actuellement titré 30. Les plus hémotoxiques des 
centrifugats que nous notons dans le tableau I sont actifs a la 
dose de 0,005 cm*; le moins hémolytique est efficace a la dose 
de 0,15 cm?, 

[Lorsque nous avons comparé I’activité des cultures développées 
a différentes températures, nous avons constaté que les cultures 
provenant des étuves a 31-32° étaient plus hémolytiques que les 
cultures 4 37°. Ainsi, la dose minima hémolytique (D. M. H.) de 
la préparation 16¢ faite a 32° avec la souche H est égale a 
0,04 cm® ; celle de la préparation 17 obtenue a 37° avec la méme 
souche et avec le méme bouillon est égale a 0,2 cm*. 

En utilisant un des repiquages de la souche Tissier et Martelly 
nous avons obtenu les résultats suivants : 


D.M. H. de te culture centrifugée aprés 18 heures d’étuve 


LOO eM woe eye RAE eo eercst See kin te ore neg AR e es ve 0,02 cm’ 
D.M.H.de la culture centrifugée aprés 18 heures d’étuve 
QE che etka oe Me eee ati ree Se aeielns eirssuisbaer Ne, Cap iark< a Ges. 0,06 cm’ 


La filtration sur bougie L2 diminue de 15 a4 80 p. 100 le titre 
hémolytique de nos centrifugats. Exemples : une culture préparée 
avec la souche H est hémolytique, aprés centrifugation, a la dose 
de 0,02 cm® et, aprés filtration, 4 la dose de 0,1 cm*. Une autre 
culture, préparée avec la méme souche, est hémolytique a la dose 
de 0,04 cm* aussit6t aprés la centrifugation et 4 la dose de 0,08 cm® 
aprés filtration. La dose minima hémolytique d’une culture faite 
avec la souche Tissier et Martelly est égale a 0,03 cm® aprés cen- 
trifugation et a 0,04 em® aprés filtration. 

Un chauffage de cing minutes a 70° ou a 100° fait disparaitre 
les propriétés hémolytiques des centrifugats que nous avons exa- 
minés : en effet, aprés cette élévation de température, ils sont 
incapables, méme Aa la dose de 1 cm’, de lyser les globules rouges 
de mouton ou de lapin. 


II. — Activité HEMOLYTIQUE DES CENTRIFUGATS ET DES FILTRATS 
bifermentans CONSERVES DEPUIS UN CERTAIN TEMPS DANS DES TUBES 
BOUCHES AU COTON. 


Toutes nos cultures centrifugées ou filtrées qui sont réparties 
dans des tubes de 17 ou 22 mm. de diamétre bouchés au coton 


cultures préparées & 37° avec le quatriéme et le cinquiéme repiquage 
de ces deux souches, nous avons constaté qu’elles étaient manifestement 
hémolytiques. 


to 


4 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


x 


sont fréquemment titrées pendant la conservation a différentes 
températures ; ces dosages successifs, fails en présence d’héma- 
ties de mouton, indiquent que le pouvoir hémolytique des liquides 
ne reste pas longtemps a sa valeur initiale. 


a) VITESSE D’ATTENUATION DES CENTRIFUGATS CONSERVES A 2°. -— 
L’activilé hémolytique d’un seul de nos centrifugats est restée 
stable pendant trois jours, celle d’un autre s’est maintenue inchan- 
gée pendant un jour, puis le titre des 2 liquides a faibli. 

L’intensité de l’atténuation de l’ensemble des centrifugats varie 
beaucoup d’une préparation a l’autre. Le relevé de nos détermi- 
nations indique ceci : certains centrifugats perdent, en un jour, 
35 p. 100, 65 p. 100 et méme 85 p. 100 de leur activité hémoly- 
lique ; d’autres, en deux et trois jours, 60 4 90 p. 100 de leur 
activilé ; d'autres, en huit jours, 35 p. 100 seulement de leur acti- 
vité. D’autres, en six a huit jours, perdent toute action lytique 
(a la dose de 1 cm?, ils ne lysent pas appréciablement les hématies 
de mouton). D’autres, par contre, possédent encore une légére 
activité aprés dix et douze jours de conservation : d’aprés nos 
dosages, leur titre baisse de 90 a 98 p. 100 pendant ce temps. 
Les centrifugats 4gés de quinze a vingt jours ne sont générale- 
ment plus hémolytiques pour les hématies de mouton ; toutefois, 
nous en avons titré deux qui avaient respectivement encore 3 ei 
7 p. 100 de leur activité initiale trois et quatre semaines aprés 
leur préparation (2). 

Rappecions que les cultures centrifugées ou filtrées de W. per- 
jringens contiennent généralement des quantités appréciables 
d’hemolysine 9 aprés plusieurs mois de conservation a 2° [8]. 


b) VITESSE D’ATTENUATION DES CENTRIFUGATS CONSERVES A 37°. — 
Apres un séjour de quatorze heures 4 87°, les centrifugats exer- 
cent encore un léger effet hémolytique ; ils ne sont plus hémo- 
loxiques lorsqu’ils sont restés pendant dix-huit heures a 87°. 


c) ATTENUATION DES FILTRATS MAINTENUS A DIFFERENTES TEMPE- 
RATURES. — Les filtrats conservés 4 2° ne sont plus actifs au bout 
de dx a quinze jours ; ceux qui sont placés a 37° perdent leur 
activité en moins de quatorze heures. 


(2) En faisant agir sur les hématies lavées de lapin 7 centrifugats 
bifermentans agés de six A vingt-neuf jours et ayant perdu, pendant 
leur vieillissement, toute action lytique sur les hématies de mouton 
nous avons constaté que 4 de ces centrifugats ne pouvaient, A la dose 
de 1 cm*, lyser les hématies de lapin. Les 3 autres lysaient ces hématies : 
2 étaient actifs 4 la dose de 0,4 cm? et le troisiéme a la dose de 0,2 cm3 
(tableau Il). Dans tous ces essais, nous avons employé 0,1 ern? ditine 
suspension 4 5 p. 100 d’hématies lavées de lapin et de l’eau physio- 
logique tamponnée a pH 6,5 par des phosphates. 
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II]. — Activité HimoLyTiQuE DES CENTRIFUGATS bifermentans 
CONSERVES DEPUIS UN CERTAIN TEMPS A 2° DANS DES TUBES 
SCELLES SOUS LE VIDE. 


Nous avons conservé, comparativement dans des tubes scellés 
sous le vide et dans des tubes bouchés au coton, plusieurs 
cultures bifermentans centrifugées ; les centrifugats 24 et 26 
du tableau suivant résultent de la centrifugation de deux cultures 
préparées avec la souche H et les centrifugats 28 et 30 pro- 
viennent de deux cultures faites avec la souche Tissier et Mar- 
telly. La dose minima hémolytique initiale des centrifugats 24 
et 26 est égale a 0,04 cm® et celle des centrifugats 28 et 30 est 
de 0,03 em® (titrages en présence d’hématies de mouton). 

Les données numériques du tableau ci-dessous montrent que 


a a eS SRS FO, 


D.M.H 
DUREE en centimétre cube, aprés conservation 
de la conservation 
CENTRIFUGAT 4 O° 
Seas en tube scellé bones Bee 
\ 3 0,06 ; 0.4. 
24 » 8 0,09 Pas d’hémolyse 
( 14 0.2 Pas d’hémolyse 
( 3 0,04 0,4 
Ounce te Pre nats ee 8 0,06 0,6 
44 0,08 Pas d’hémolyse 
4 0,03 0,07 
CARATS A As © ) 8 0,04 { 
( 13 0,09 { 
4 0,05 0,09 
8 0,07 
ae 13 0,4 Pas d'hémolyse 


les centrifugats conservés a la température de 2° dans des tubes 
scellés sous le vide s’atténuent plus lentement que les centri- 
fugats maintenus a la méme température dans des tubes bouchés 


au coton. 


IV. — AcTION DE LA CYSTEINE 
SUR LES CENTRIFUGATS ET FILTRATS bifermentans 
PREPARES DEPUIS UN CERTAIN TEMPS. 


Pour nous rendre compte si un réducteur est capable de res- 
taurer l’activité hémolytique initiale des liquides nares 
qui se sont partiellement ou totalement atténues pone le ne 
Jissement, nous avons introduit 2 p. 1.000 du chlorhydrate de 
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cystéine dans des liquides conservés pendant des temps variables 
aux températures de 2° et 37° (2 mg. de chlorhydrate par cent 
métre cube de liquide A examiner). 

1° La cystéine, ajoutée a des centrifugats ayant perdu, a la 
température de 2°, 85 & 98 p. 100 de leur activité, augmente inva- 
riablement le pouvoir hématoxique de tous les liquides, quelque- 
fois méme rétablit l’activité initiale. Exemple : la cystéine 
ramene au taux primitif activité hémolytique de 2 centrifugats, 
Yun dgé de un jour, l’autre de quinze jours (préparations 1 et 11 
du tableau IJ); plusieurs centrifugats agés de six a douze jours 
récuperent, sous l’influence de la cystéine, 50 a 80 p. 100 de leur 
activité initiale. Aprés vingt jours de conservation, un des 
liquides recouvre, en présence de cystéine, 83 p. 100 de lacti- 
vité du début ; seize jours aprés la préparation, un autre liquide 
acquiert, sous l’influence de la cystéine, 60 p. 100 de son activité 
primitive. 

2° Des centrifugats et des filtrats bifermentans  préparés 
depuis quatre a quarante jours et ayant perdu toule activité 
hémolytique pendant la conservation a 2°, redeviennent hémo- 
foxiques en présence de cystéine;; ce réducteur rétablit le titre 
initial de 2 centrifugats respectivement Agés de trois et quinze 
jours ; il restaure 88 p. 100 de V’activité d’un filtrat de dix jours ; 
80 p. 100 de l’activité d’un centrifugat préparé depuis vingt 
jours ; 50 p. 100 de Vactivité de 3 centrifugats conservés pendant 
onze et dix-huit jours; 16 a 40 p. 100 de l’activité de différents 
centrifugats ou filtrats 4gés de vingt a trente jours. 

Ainsi donc, la cystéine peut remettre sous sa forme active 
Vhémolysine bifermentans qui s’est atténuée au contact de J’air 
pendant la conservation 4 la température de 2° (3). Toutefois, cette 
hémolysine est souvent d’autant plus difficile a activer intégra- 
lement qu’elle est restée plus longtemps a 2° sous une forme 
inactive (tableau IT). 

3° La cystéine ne fait pas apparaitre la moindre activité hémo- 
lyluque dans des filtrats qui ont séjourné pendant quatorze heures 
a la température de 37°. L’hémolysine oxydable de nos cultures 


(3) Etant donné la tendance 4 considérer Cl. caproicum comme une 
variété de Cl. bifermentans, nous avons examiné plusieurs cultures faites 
avec une souche de Cl. caproicum ; nos titrages ont mis en évidence 
qu’elles contenaient une hémolysine oxydable. Conservée dans un tube 
bouché au coton, lune d’elles a perdu 92 p. 100 de son pouvoir hémo- 
lytique en cing jours 4 la température de 2° ; la cystéine a restauré la 
moitié de son activité initiale. L’effet hémolytique de cette culture 
fraichement centrifugée a été supprimé en cing minutes A 70° et en 
moins de vingt heures 4 37° ; il est neutralisé par des quantités minimes 
de sérums anti-sordellii, anti-tétanique, anti-hystolytique et d’anti- 
hémolysine perfringens 4 . 
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Tasteau Il. — Activité hémolytique de différentes cultures Aifermentans 
centrifugées ou filtrées depuis un certain temps. Titrages en l'ab- 
sence ou en présence de cystéine. 


a 


2 3 D.M.H., 
8 eS as en centimétre cube, de la préparation conservée 
= S Gy as & 2° depuis un certain temps. 
i-2) = OH = i 
i = ae =< 2 
s°2 ge} & & 
ons Bp A S a __,_ Titrages ‘ Titrages 
a x 2 2 en l’absence de cystéine en présence de cystéine 
OQ An & [| C 
Ss = 2 + hématies | + hématies | + hématies | + hématies 
io de lapin de mouton de lapin de mouton 
12 } 45 jours. Pas. d*hémolyse. 0,06 
: 24 jours. 0,4 
14 8 jours. Pas d’hémolyse. 0,3 
Tissier LY 29 jours. ||Pas @hémolyse. 0,15 0,3 
et | 
Martelly. 4 jours. 0,2 
20 6 jours. ||Pas d’hémolyse. | Pas Chémolyse 0,08 0,45 
414 jours 0,4 
| 29 | 4 jour. 0,04 0,05 
f j 3 jours 0,02 
44 10 jours 0,5 0,02 
(45 jours Pas d’hémelyse 0,0 
| 
: 40 jours.|} Pas @’hémolyse. 0,05 
H 167) 44 jours.|| 0,2 0,04 
6 jours. ||Pas d’hémolyse.| Pas d’hémolyse. 0,07 
48 9 jours 0,07 
46 jours. 0,4 
: | | 4 jour. 0,04 0,004 
Senth. 1 } 24 ae 0,07 0,006 
11 jours. 0,3 0, 04 
Dur. 4 18 jours Pas d’hémolyse 0, 04 
2T jours 0,04 
| | 4 jour. 0,006 
; 43 jours. |} 6,15 0,04 
Pre. 8 27 jours. || 0,2 0,04 
| | 36 jours 0,04 
6 jours 0,3 0,05 
437 9 | 20 eee 0,4 Pas d’hémolyse ie 
| 29 jours , 
| 8 jours ae ae 
20 jours Pas d’hémolyse yh 
Gué 10 29 eS as Phémelyse. 0,06 Hare 
35 jours. ’ 
{ 
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de Cl. bifermentans subit done rapidement & 37° une transforma- 
tion irréversible. 


V. — ACTION DE DIFFERENTS SERUMS 
SUR LES CULTURES bifermentans CENTRIFUGEES. 


Nous avons expérimenté avec des sérums anti-sordellii, anti- 
perfringens, anti-tétanique et anti-histolytique et avec un sérum 
délipidé ; nous les avons ajoutés soit a des centrifugats frai- 
chement préparés, soit a des centrifugats activés par la cystéine, 
dans le but de déterminer dans différentes conditions le plus petit 
volume de sérum qui inhibe 20 D. M. H. de chacun des centri- 
fugats. 


Activité des sérums employés. — Le sérum anti-sordellii que nous 
avons utilisé neutralise différentes hémolysines oxydables : en effet, 
aux doses de 1/4.000 A 1/6.000 de centimétre cube, il peut annuler 
l’action de 15 4 17 D.M.H. de toxine sordellit ; 4 la dose de 1/2.500 
de centimétre cube, il inhibe 20 D.M.H. de toxine histolytique et 
i ta dose de 1/2.000 de centimétre cube il neutralise 65 D.M. H. 
d’hémolysine perfringens 6. Il supprime aussi l’action de l’hémoly- 
sine oxydable de Cl. botulinum C. Ii contient 0,5 a 1 unité anti-o, par 
centimétre cube. 

Le sérum anti-perfringens GGP 37 titre 20 unités anti-g par cen- 
timétre cube ; il ne contient que des traces d’anti-hémolysine 6. I 
est & peine efficace sur l’hémolysine sordellii oxydable. 

Le sérum anti-perfringens 716 du 14 octobre 1949 titre 150 unités 
anti-o et 1.800 a 2.000 unités anti-6. Il suffit d’employer 1/50.000 de 
centimétre cube de ce sérum pour neutraliser 15 D.M.H. de toxine 
sordeliii. 

Le sérum anti-tétanique 1463 contient moins d’une unité anti-a par 
centimétre cube ; 4 la dose de 1/14.000 de centimétre cube, il neutra- 
lise 65 D. M. H. d’une toxine perfringens riche en hémolysine 6 ; & la 
dose de 1/35.000 de centimétre cube, il neutralise 15 D. M. H. de toxine 
sordellii. Il neutralise la tétanolysine et aussi l’hémolysine histo- 
lytique. 

Le sérum anti-histolytique 447 du 14 juin 1948 provient du 
cheval 447 au début de l’immunisation ; ce sérum contient moins 
d’une unité anti-o par centimétre cube mais il est, par contre, déja 
riche en anti-hémolysine ; 4 la dose de 1/250 de centimétre cube, il 
neutralise 65 D. M. H. de toxine 6, et A la dose de 1/4.000 de centimétre 
cube, il neutralise 20 D. M. H. de toxine histolytique. Le sérum anti- 
histolytique 447 du 29 octobre 1948 est prélevé au cheval 447 aprés de 
nombreuses inoculations de toxine histolytique ; ce sérum est pauvre en 
antitoxine o (moins d’une unité par centimétre cube) ; actuellement, 
a la dose de 1/20.000 de centimétre cube, il neutralise la dose d’épreuve 
habituelle de toxine ; a la dose de 1/10.000 de centiméatre cube, il 
inhibe 20 D.M.H. de toxine histolytique et A la dose de 1/25.000 de 
centimétre cube, 15 D.M.H. de toxine sordellii ; cet immunsérum, 


HEMOLYSINE OXYDABLE DE Cl. BIFERMENTANS 29 


de méme que le sérum anti-perfringens 716, neutralise Vhémolysine 
oxydable du pneumocoque et de Pl. tetani. 


Le sérum délipidé que nous avons examiné contient moins d’une 
unité anti-perfringens o par centimétre cube ; il est capable, a la dose 
de 0,05 cm’, de neutraliser 65 D. M. H. de toxine 0. 


Nous groupons dans le tableau III quelques-uns des résultats 
que nous avons obtenus en faisant agir sur des centrifugats 
bifermentans les divers sérums que nous venons d’énumérer. 


REsuLTA‘1Ss. 


1° Les siRUMS SONT AJOUTES A DES CENTRIFUGATS bifermentans 
FRAICHEMENT PREPARES. — Notre étude porte sur 11 centrifugats : 
3 proviennent de cultures faites a des dates différentes avec la 
souche Tissier et Martelly ; 4 proviennent de cultures préparées 
avec la souche H et 4 résultent de la centrifugation des cultures 
faites respectivement avec les souches Ovari, Dur., Pré. et 137. 

Tous les sérums qui sont capables, a dose minime, de neutra- 
liser une quantité importante d’hémolysine perfringens 6, de 
tétanolysine ou d’histolysine, suppriment aussi, méme lorsqu’ils 
sont employés a faible dose, l’effet hémolytique des centrifugats 
bifermentans (tableau III). 

Exemple : le sérum anti-sordellii, 4 la dose de 1/4.000 de cen- 
timétre cube, neutralise le centrifugat 19 fait avec la souche Tis- 
sier et Martelly ; il faut l’employer respectivement aux doses de 
1/1.200, 1/5.000 et 1/10.000 de centimétre cube pour neutraliser 
les centrifugats 2, 16 et 18 faits avec la souche H ; il n’est actif 
qu’a la dose de 1/750 de centimétre cube vis-a-vis du centrifugat 3 
provenant d’une culture de la souche Ovari. 

Le sérum anti-perfringens 716, riche en anti-hémolysine 6 peut, 
a des doses comprises entre 1/25.000 et 1/40.000 de centimetre 
cube, neutraliser 20 D.M.H. de différents centrifugats bijer- 
mentans. 

Le sérum anti-tétanique 1463, 4 Ja dose de 1/25.000 de centi- 
métre cube, supprime |’activité de 20 D. M. H. du centrifugat 20 
fait avec la souche Tissier et Martelly. A la dose de 1/40.000 de 
centimétre cube, il inhibe 20 D. M. H. du centrifugat 18 fait avec 
la souche H et a la dose minime de 1/2.500.000 de centimetre cube 
il peut neutraliser 20 D. M. H. du centrifugat 16 préparé avec la 
souche H. 

Le sérum anti-histolytique 447 du 29 octobre 1948, beaucoup 
plus efficace sur l’histolysine et sur l’hémolysine perfringens 6 
que le sérum 447 du 14 juin 1948, est également plus efficace 
sur ’hémolysine oxydable de Cl. bifermentans que le sérum 44% 
du 14 juin 1948. 
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Tasteau Hl. — Action de différents sérums sur des cultures difer- 
mentans centrifugées (titrages en présence d’hématies lavées de 
mouton). 


SY 


POUVOIR 
anti-hémolytique vis-a-vis 
IMMUNSERUM de l'hémolysine oxydable 
élaborée par 2 souches 
de Cl. bifermentans. 


Souche 


Nature Numéro Récolté le : Souche H Tissier 
et Martelly 


Centrifugats bifermentans 
18 et 20 
fraichement préparés 


Anti-sordellii ..... |} 5.000 & 40 000 | 5.000 & 10.000 
Anti-perfringens. . . .| GGP 37 | 5 a 10 20 & 25 
Anti-perfringens. . , . 116 14 oct. 1949. 40.000 
Anti-histolytique. . . . 447 14 juin 1948. |} 4.000 a 2.500 4.000 & 2.500 
Anti-histolytique. .. . 44] 29 oct. 1948. 20.000 20.000 
Anti-tétanique. .... 4463 12 sept, 1947. 40.000 25.000 
Anti-chauvwi délipidé . 9 24 sept. 1948. || 200 500 
Centrifugats bifermentans 
18 et 20 préparés depuis 
quelque temps puis 

activés par la cystéine 
Anti-sordellit .... . 1.000 & 2.500 1.000 
Anti-perfringens, . . .| GGP 37 40 & 25 40 a 25 
Anti-perfringens. . . . 716 14 oct. 1949. 50.000 20.000 
Anti-histolytique. . . . 447 44 juin 1948. 1.000 a 2.500 2.000 
Anti-télanique. .... 1463 12 sept. 1947. || 25.000 & 50.000 20.000 


Anti-chauveei délipidé . 9 24 sep. 1948. 500 
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Le sérum déhipidé est actif & des doses comprises entre 1/190 
et 1/500 de centimetre cube. 

Quant au sérum GGP.37 qui ne contient que des traces d’anti- 
hémolysine 6, il faut employer aux doses de 0,5 et 052. em" 
pour neutraliser la dose d’épreuve des centrifugats bifermentans. 


2° Les SERUMS SONT AJOUTES A DES CENTRIFUGATS PREPARES 
DEPUIS UN CERTAIN TEMPS ET REACTIVES PAR LA CYSTEINE. — Six 
centrifugats conservés a 2° pendant sept a vingt-neuf jours et 
ayant alors perdu la propriété de lyser les hématies de mouton, 
ont été activés par addition de cystéine; ensuite, nous avons 
recherché le volume de sérum qui neutralise 20 D.M.H. de 
chacun des centrifugats redevenus actifs. Quelques-uns de nos 
résultats sont donnés dans le tableau III. 

Cette série de titrages a montré que les sérums trés actifs sur 
Vhémolysine 6, sur la tétanolysine et sur Vhistolysine peuvent 
étre employés a faible dose pour neutraliser l’action hémolytique 
des centrifugats bifermentans traités par la cystéine. 

Ainsi, par exemple, 1/25.000 de centimétre cube de sérum anti- 
tétanique neutralise 20 D. M. H. du centrifugat 18 additionné de 
cystéine sept jours aprés sa préparation ou 20 D. M. H. du cen- 
trifugat 4 activé par la cystéine aprés l’avoir conservé a 2° pen- 
_dant vingt-sept jours. 

Résume. 


L’activité hémolytique des cultures bifermentans centrifugées 
ou filtrées disparait au contact de l’air en moins de dix-huit heures 
a la température de 37° et généralement en dix a vingt jours a la 
température de 2° (titrages en présence d’hématies lavées de 
mouton). 

Les filtrats qui ont perdu leur activité en quatorze heures a 37° 
ne deviennent pas hémotoxiques lorsqu’ils sont ensuite additionnés 
de cystéine. Par contre, la cystéine augmente nettement, et quel- 
quefois méme rétablit totalement, l’activité hémolytique des cen- 
trifugats bifermentans qui se sont atténués pendant un séjour de 
plusieurs semaines a la température de 2°. 

L’hémolysine oxydable élaborée par différentes souches de 
Cl. bifermentans est inhibée par des doses trés faibles de sérum 
anti-perfringens riche en anti-hémolysine 9, ainsi que par le 
sérum des animaux préparés contre diverses hémolysines 
oxydables. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Tissrer (H.) et Martetzy. Ces Annales, 1902, 46, 865. 


[2] Wetnsenc (M.) et Sgcui (P.). La gangréne gazeuse. Masson et C®, 
éditeurs, Paris, 1917. — Wetnsere (M.), NaTIVELLE (R.) et 


32 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Prévor (A.-R.). Les microbes anaérobies. Masson et C'®, éditeurs, 
Paris, 1937. 

[3] Mixes (E. M.). et Mines (A. M.). J. gen. Microb., 1947, 1, 385. 

[4] Haywarp (N. J.). J. Path. a. Bact., 1943, 55, 285. 

[5] Prévor (A. R.) et Cappont (M.). Ces Annales, 1949, 77, 772. 

[6] Gumtaumie (Mayuis). Ces Annales, 1941, 67, 389 ; 1942, 68, 84 ; 1944, 
70, 86; C. R. Soc. Biol., 1947, 144, 140. 

[7] Wemsere (M.) et GumtAumre (Mayuis). Rev. Immunol., 1936, 2, 513. 
— GuILLAumige (Mayuis) et Bécouter (G.). C. R. Sac. Biol., 1947, 
444, 142. — Krécurr (A.) et Gumiaumie (Mayzis). C. R. Soc. 
Biol., 1948, 142, 813. — Gumaumie (Mays), Krécurer (A.), 
Fasre (A.) et Bé&couter (G.). Ces Annales, 1949, 77, 1. — 
GuittAuMig (Mayuis) et Kriicurr (A.). Ces Annales, 1950, 78, 
467, 

[8] Guitaumig (Maytis). C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 909 et 1384. 

[9] Crook (EK. M.). Brit. J. exp. Path., 1942, 23, 37. 


| LA TOXINE DE PASTEURELLA PSEUDOTUBERCULOSIS 
SES ANALOGIES AVEC LA TOXINE DE PAST. PESTIS 


(a propos d’un mémolre de A. 8S. Lazarus et M. M. Nozawa.) 


par G. GIRARD (’*). 


(Institut Pasteur, Service de la Peste.) 


PREAMBULE. 


Si les agents étiologiques de la peste et de la pseudotubercu- 
lose offrent d’étroites analogies, soulignées par nombre d’auteurs, 
et notamment, en France, par E, Dujardin-Beaumetz, A Boquet [4] 
et nous-méme [2], l’absence de principe toxique chez P. pseudo- 
tuberculosis, contrastant avec sa constante présence chez P. pestis, 
pouvait étre jusqu’a présent considérée comme un des caractéres 
différentiels des deux micro-organismes. Cependant, Dessy, en 
. 1925, K. F. Meyer, en 1928, avaient fait mention de substances 
toxiques dans des cultures en bouillon de P. pseudotuberculosis, 
mais les propriétés de telles substances ne semblent pas avoir été 
rappelées dans la littérature, d’aprés les termes mémes de A. S. 
Lazarus et M. M. Nozawa, qui ont ramené cette étude sur le plan 
de l’actualité [8]. 

Ces auteurs ont soumis a l’action d’un bactériophage pesteux, 
que l’on sait actif a la fois sur P. pestis et sur P. pseudotubercu- 
losis, 27 souches de P.S.T. (1). Ils ont opéré sur des cultures 
en bouillon nutritif agées de huit heures et ont éprouvé sur la 
souris les filtrats de ces cultures totalement ou partiellement 
lysées. Deux souches seulement se sont montrées toxiques : l'une, 
« Saranac », d’origine animale, sans autre précision, isolée a 
New-York: en 1944 dans un élevage d’animaux de laboratoire ; 
’autre, « New Orléans », provient d’un cas mortel de pseudo- 
tuberculose humaine observé en 1941. 

Le mode d’obtention de cette toxine, sa résistance a la chaleur 
un peu plus faible que celle de P. pestis, constatations sur les- 
quelles insistent Lazarus et Nozawa, laissent Vimpression au 
lecteur que nous aurions la un nouveau caractére distinctif de 
P. pestis et de P.S.T. Nous voyons, au contraire, dans les fatts 
découverts par les auteurs américains et dans les commentaires 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 mars 1950. 
(1) P. S. T. : abrév. de Past. pseudotuberculosis. 
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qui les accompagnent, une augmentation supplémentaire en 
faveur d’une parente plus intime encore entre les deux germes. 
C’est, a notre avis, la conclusion qui s’impose aprés les recherches 
auxquelles nous nous sommes livré et que nous rapportons ich. 


CONFIRMATION DE LA TOXICITI] DES SOUCHES « SARANAC » 
Et « New ORLEANS ». 


Sur ces deux souches que nous devons a l’obligeance de nos 
collégues de San Francisco, nous avons, comme eux, en suivant 
rigoureusement leur technique, mis en évidence une toxine dans 
les filtrats de culture en bouillon lysée par un bactériophage de 
notre laboratoire adapté depuis longtemps a P. S. T. Nous étant 
au préalable assuré de inhibition totale de leur croissance par 
I goutte de phage ajoutée au moment de l’ensemencement de 
plusieurs millions de germes — fait constant avee les souches 
de P. S. T. de notre collection —, nous avons procédé a l’addi- 
tion du phage dans des cultures de 8 heures a 34°, déja tres 
abondantes aprés ce délai. Vingt-quatre heures plus tard, sans 
étre complete, la lyse était des plus nettes. Par comparaison, 
une opération identique a été effectuée sur une souche de P. S. T. 
récemment isolée par J. Nouvel chez un singe (2). La toxicité 
de ces lysats, filtrés sur bougie L383, a été éprouvée sur la souris. 
Les auteurs américains ont employé la voie intraveineuse ; nous 
y avons associé la voie intrapéritonéale dont nous usons commu- 
nément avec la toxine pesteuse. Une dose de 0,5 cm* a été 
injectée 4 3 souris pour chacun des lysats. Les résultats sont 
exprimés dans le tableau I. 


TasLEau I. — Lysats bactériophagiques. Cultures de huit heures. 


SOUCHE PERITOINE ea Sy VEINE 
+ 20 heures. 
Saranac, ce. ae aa 6 jours. | + 28 heures. 
| + 35 heures. 
: 40h 
New. Or] Gans sae ene } aR 4 jours ++ 40 heures. 
+ 8 jours. S. 
Nouvel. %.. ant te | S.S.S. | 


+; mort; S., survie. 


(2) Nous exprimons & MM. Ursain et Nouven notre vive gratitude pour 
nous avoir adressé plusieurs souches de P. S.T. isolées ces derniéres 
années chez des pensionnaires de la singerie du Muséum. 
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Dans des conditions semblables, des lysats de P. pestis sont 
atoxiques. Nous l’avons constaté a maintes reprises au cours de 
recherches déja anciennes faites dans un but préventif ou théra- 
peulique alors que nous ajoutions le phage a des cultures de 
seize a vingt-quatre heures. En revanche, quand nous filtrons 
des cultures de deux a trois semaines, abondantes et en partie 
autolysées, des doses de 0,3, 0,2 et parfois 0,1 cm? tuent la souris 
par injection intrapéritonéale entre. quatre et trente-six heures. 
A plus forte raison, une dose de 0,5 em* dont injection par voie 
sous-cutanée est toujours mortelle dans les mémes deélais. 

Le bactériophage agirait-il suivant un processus différent chez 
P.S.T. et chez P. pestis pour libérer une toxine du premier, 
et non du second de ces micro-organismes dont le poison ne serait 
décelable qu’aprés autolyse spontanée? Les expériences que 
nous rapportons maintenant montrent en fait |’identité des deux 
processus. 


LA RAPIDITE DE CROISSANCE DE P. S, T., 
LA LENTEUR DE CELLE DE P. pestis 
DONNENT L’EXPLICATION DU PARADOXE. 


Prenons deux tubes de culture en bouillon, lun de P. S. T., 
l'autre de P. pestis, dont la densité en micro-organismes est 
d’environ 200 millions au centimétre cube. Ensemencons I goutte 
de chacun dans un tube neuf, soit 10 millions de germes dont 
les 3/5 seraient viables, d’aprés les données expérimentales de 
L. Otten, pour P. ‘pestis. Aprés huit heures, la croissance de 
P.S.T. a provoqué un trouble net du milieu tandis qu’avec 
P. pestis on ne voit pas encore la moindre opalescence ni le plus 
léger flocon. La culture n’en est pas moins suffisamment déve- 
loppée pour permettre au bactériophage ajouté a ce moment de 
sy multiplier. On peut ensuite saturer le lysat par quelques 
gouttes de culture jeune, la lyse se poursuivra dans Je milieu 
resté limpide. Ce lysat est non seulement atoxique, mais, sans 
qu’il soit besoin de recourir a la filtration, ’ensemencement ou 
Vinoculation ne permettent pas de déceler de germe vivant, 
virulent ou non. La filtration s’impose toutefois pour prévenir 
le développement plus ou moins tardif, possible, mais non 
constant, de cultures secondaires. Pour obtenir une densité 
microbienne analogue a celle d’une culture de huit heures de 
P. S. T., il faut attendre trois jours avec P. pestis. ' 

Nous avons alors soumis a la _ lyse bactériophagique des 
cultures de P. pestis agées, non plus de huit heures, mais de 
trois jours. I] fallut sept heures pour provoquer une lyse, non 
compléte, mais suffisante pour clarifier neitement le milieu qui 
fut filtré. Deux souches furent utilisées: l’une de virulence 


36 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


affaiblie (virus-vaccin E. V.), mais toujours toxique ; Vautre 
virulente, souche GAB. Deux souris furent injectées dans le 
péritoine avec 0,2 em* et deux sous la peau avec 0,5 cm*® pour 
chacun de ces lysats. Les 8 souris, déja malades au bout de sepi 
heures, étaient mortes le lendemain matin, soit entre 1008 
18 heures aprés cette épreuve. Or, fait intéressant a retenir, nous 
n’avons jamais décelé de toxine dans les cultures de peste en 
bouillon avant le siriéme jour, quel que fat le pouvoir pathogéne 
de la souche. Au cours de recherches inédites remontant a 1942, 
nous avons titré la toxicité de cultures de P. pestis maintenues 
a Vétuve a 28° durant huit semaines. Cette toxicité pour la 
souris, pratiquement le seul rongeur de laboratoire sensible au 
poison pesteux, apparait du sixieéme au neuviéme jour, s’accroit 
faiblement jusque vers le vingtiéme, c’est-a-dire que la souris 
est tuée communément par des doses de 0,1 a 0,2 cm® dans le 
péritoine, et 0,3 a 0,5 cm® sous la peau. 

En résumé, a densité microbienne égale, le bactériophage 
libére le poison de P. pestis aussi bien que celui des souches de 
P. 8S. T. « Saranac. »vet « New Orleans ». 


Lr BACTERIOPHAGE 
NE FAIT QUE PRECIPITER UN PROCESSUS NORMAL D AUTOLYSE 
DEEP. oS.) see pe Pe pestis: 


Pour confirmer cette notion déja acquise pour P. pestis, nous 
avons recherché, sans nous aitarder a le titrer de maniére pré- 
cise, le pouvoir toxique des cultures en bouillon des deux souches 
de PLS. T. aprés dix et vingt etn jours ‘defive 4028". Atm 
d’éviter une perte possible de toxine par filtration sur bougie, 
les bouilons ont seulement été centrifugés, et le surnageant injecté 
aux souris. Une expérience préliminaire nous avait montré que 
cette technique ne modifiait pas les résultats de nos premiers 
essais sur des lysats bactériophagiques de cultures de huit 
heures, filtrés, tant avec P. S. T. qu’avec P. pestis (8). 

Les résultats en sont exprimés dans les tableaux suivants : 

La lecture de ces tableaux montre bien que la toxine libérée 
par autolyse des cultures de P. S. T. de dix et vingt et un jours 
est plus active que celle produite par le phage dans des cultures 
de trois heures. Dans les tableaux I et II d’une part, II et IV 
d’autre part, une différence notable ressort au profit des auto- 
lysats quand on emploie chez la souris les voies d’injection péri- 
tonéale ou sous-cutanée, moins brutales que la voie veineuse. 

I] n’a pas échappé a Lazarus et Nozawa que Vautolyse pro- 


(3) La persistance de quelques germes dans le surnageant ne présente 
pas d’inconvénient par suite de la résistance de la souris 4 infection 
pseudotuberculeuse naturelle ou expérimentale. 
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Tasteau Il. — Lysats bactériophagiques, centrifugés. 
Cultures de huit heures. Deux souris pour chaque essai. 


SOUCHE 


PeSnie oaranac.. 2 6) 2 1. } 


P.S.T. New Orleans. . . 3 


PES Te Nouvel). 2) 2. 


ize PeStts) Wey Nise. outs ss. 


P, pestis Virulente .... 


VOIE PERITONEALE 
0,2 cm? 


+ 12 a 20 heures. 
Ss. 

+ 42 a 20 heures. 
Ss. 

Sis: 
Sas: 
S.S. 


VOIE SOUS-CUTANEE 
0,5 cm? 


{ + 30 heures. 
Ss. 
a5 42 & 20 heures. 


Tasteau Ill. — Autolysats centrifugés de cultures de dix jours en 
bouillon 4 28°. Trois souris par la voie intraveinsuse, deux par 


la voie péritonéale. 


SOQUCHE 
esses Saranac. 4 eect c. . 
P.S.T. New-Orleans. . . .} 
PAS vieeNOUVel Hats lees 


VOIE INTRAVEINEUSE 
0,5 cm? 


ai. 
+ 4 heures. 
7 


a 12 heures. 


VOIE PERITONEALE 
0,5 cm3 


++ 412 4 18 heures. 


++ 12 a 19 heures. 


8.58. 


Tasteau 1V. — Autolysats centrifugés de cultures de vingt et un 
jours a 28°, Deux souris pour chaque essai. 


SOUCHE 


PAS ee SOLANA. 3) sis) us 


P.S.T. New Orléans. . . 


——s 


P.S.T. Nouvel 


VOIE PERITONEALE 
0,2 cm? 


+ 415 heures. 
+ 418 heures. 


+ 12 heures. 
+ 48 heures. 


S.S. 


VOIE SOUS-CUTANEE 


0,5 cms 
( + 42 heures. 
} + 45 heures. 


++ 28 heures. 


io) 
ie) 


a 


voquait une certaine toxicité, mais ils la trouvent inférieure 
a celle de leurs lysats bactériophagiques. Aprés dix jours de 
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culture, elle est déja plus basse ; aprés quinze jours, toute toxicité 
a disparu. Nos constatations sont diamétralement opposées. 

Pour nous, cetté divergence s’explique par la technique mise 
en ceuvre par nos collégues dont les cultures sont maintenues 
& 37° tandis que les ndtres sont mises 4 28°. On sait que pour 
P. pestis les cultures en bouillon sont plus toxiques autour de 
24-28° qu’a 37°. En outre, la constitution uniquement protéique 
des antigénes pesteux et pseudotuberculeux, notion bien connue 
par les recherches de Pirowsky, développées et confirmées par 
nous [4], fait que leurs « endotoxines », dépourvues de complexe 
elucido-lipidique, sont thermolabiles. Nous y revenons plus lom, 
Mais il n’est sans doute pas indifférent de laisser 4 37° pendant 
une ou plusieurs semaines des cultures dont l’autolyse progresse 
certes en fonction de la croissance des micro-organismes jusqu’a 
épuisement du milieu, mais dont le poison ainsi libéré est suscep- 
tible de s’atténuer au fur et A mesure de sa production sous l’effet 
de la température de 37° et, le cas échéant, de processus enzyma- 
tiques favorisés par cette température. 


CARACTERES COMMUNS AUX TOXINES DE P. S. T. ET DE P. pestis. 


Ces caractéres coiucernent: la nature de ces toxines, leur 
comportement vis-a-vis de la température, leur transformation en 
anatoxine sous l’effet de la chaleur et du formol, l’incapacité pour 
ces anatoxines d’engendrer une protection appréciable contre la 
toxine dont elles dérivent. 

Dans une note publiée avec G. Sandor sous le titre : Nature 
de la toxine pesteuse [5], nous avons montré qu’il s’agissait bien 
d'une « endotoxine » libérée par la désintégration des corps micro- 
biens, et non d’un produit du métabolisme de la bactérie vivante ; 
mais que ce principe, de nature protéidique, sans étre une endo- 
toxine au sens que lui donne A. Boivin, se séparait des toxines 
vraies (exotoxines) par la qualité des anticorps provoqués chez 
le cheval, anticorps du type antibactérien et non antitoxique. 1 
y avait, en réalité, identité entre le poison des cultures en bouillon 
et celui des extraits de culture sur gélose tels qu’on les obtient en 
soumettant les germes a la désintégration par le procédé que 
Grasset et Gory [6] ont préconisé pour la préparation des endo- 
toxines, de S. typhi notamment. I] devait étre possible, en vertu 
de l’étroite parenté de P. S. T. et de P. pestis, de confirmer cette 
donnée avec les deux souches toxiques de P. S. T. 


La récolte de deux boites de Roux, mise en suspension dans 
49 cm* d’eau distillée, puis congelée et décongelée a trois reprises, 
nous a fourni, aprés élimination des corps microbiens par cen- 
trifugation, un extrait qui s’est révélé plus toxique que les auto 
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lysats des cultures en bouillon, du fait de la densité élevée des 
microbes désintégrés. Il en est toujours ainsi avec P. pestis. Les 
extraits de « Saranac » et de « New Orleans » injectés a la dose 
de 0,1 cm* dans le péritoine ont tué la souris en douze heures 
pour le premier, en trois heures pour le second, et une souris 
sur deux a succombé entre dix et quinze heures avec une dose 
de 0,3 cm* sous la peau; les résultats ont été les mémes 
avec l’un et Vautre de ces extraits. Dans des conditions iden- 
tiques d’expérience, l’extrait préparé avec la souche Nouvel 
restait atoxique, comme l’avaient été les lysats des cultures en 
bouillon. 

La thermolabilité de la toxine pesteuse est depuis longtemps 
connue, et le maintien en glaciére s’impose pour lui conserver 
son pouvoir pathogéne durant plusieurs mois. Lazarus et Nozawa 
soulignent que leurs toxines P. S. T. sont inactivées apres trente 
minutes a 60°, et aprés huit mois a 10°. Pour eux, ce caractére 
s’oppose a la thermostabilité d’autres endotoxines. 

Ce que nous avons dit de la constitution chimique des. anti- 
génes, toxiques ou non, de P.S.T. et de P. pestis, dépourvus 
du complexe de Boivin, en donne l’explication. Ces toxines 
réagissent a la chaleur comme les exotoxines. Que le poison pes- 
teux soit inactivé aprés quatre heures a4 56° (K. Meyer) et semble 
légérement plus résistant que le poison P. S. T., cela ne repré- 
sente pas pour nous, a l’encontre de |’opinion exprimée par nos 
collégues, un facteur dominant dont la prise en considération 
serait de nature a les distinguer. I] conviendrait, au surplus, de 
multiplier les essais avec plusieurs échantillons de ces toxines 
pour les comparer utilement; ce travail n’a pas été fait; il 
n’offre, A la vérité, qu’un intérét secondaire au regard de cette 
donnée essentielle : la faible résistance dans d’étroites limites, 
des toxines pesteuse et pseudotuberculeuse a la chaleur. 

La transformation de la toxine pesteuse en anatoxine s’effectue 
aisément en quelques jours 4 37° aprés addition de 3 a 4 p. 1.000 
de formol. Lazarus et Nozawa rapportent, sans faire ce rappro- 
chement, avoir détoxiqué le poison de P. S. T. avec une méme 
dose de formol et quarante-huit heures de séjour a 37°. Il yan 
donc analogie a cet égard. On sait, d’autre part, que la toxine 
pesteuse a doses subléthales (Dujardin-Beaumetz), comme [’ana- 
toxine (G. Girard), ne parviennent pas a protéger la souris ou le 
rat contre le poison pesteux lui-méme. Nous avons fait sem- 
blable constatation avec les anatoxines préparées avec P.S. T. 
« Saranac » et « New Orleans » : 

Six souris ont recu sous la peau, & une semaine d’intervaile, 
0,3 cm? de chacune de ces toxines formolées. Deux moururent 
de part et d’autre de maladie intercurrente. Les 4 survivantes ont 
été injectées dans le péritoine avec 0,3 cm®* des. toxines homo- 
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logues, Toutes, sauf une qui a survécu vingt-huit heures, sont 
mortes entre quatre et douze heures, 8 souris témoins ayant suc- 
combé entre quatre et huit heures. Le degré de protection a été 
insignifiant. 

Par ailleurs, nos collégues ont cherché a obtenir un sérum anti- 
toxique en pratiquant 7 injections sous-cutances d’anatoxine au 
lapin. Le sérum aprés ce délai ne contenait pas d’antitoxine. Le 
fait n’est pas pour nous surprendre. Chez le cheval, nous provo- 
quons bien la formation d’anticorps avec l’anatoxine pesteuse, 
mais celle-ci doit étre introduite par voie intraveineuse et non 
sous-cutanée pour que le sérum soit protecteur contre infection 
pesteuse surtout, plus faiblement contre la toxine libre in vivo, 
malgré qu’in vitro il la neutralise totalement. Faut-il encore pour- 
suivre immunisation pendant trois ou quatre mois a raison d’une 
injection hebdomadaire. Nous avons abandonné I’espoir de réa- 
liser la fabrication d’un sérum hautement antitoxique au moyen 
de l’anatoxine pesteuse depuis que nous savons que cet antigéne 
n’a d'autres propriétés que celles des microbes dont il dérive et 
que l’expérience de plusieurs années prouve que inoculation de 
P, pestis vivants, de virulence atténuée (et, a défaut, injection de 
microbes tués), engendre chez le cheval les mémes anticorps que 
lanatoxine, mais 4 un taux trés supérieur le plus souvent, altesté 
par la mesure du pouvoir protecteur. 

Quil s’agisse du lapin ou du cheval, et malgré les modalités 
réactionnelles particuliéres a chacune de ces espéces animales, 
nous sommes fondé a croire que, avec P. S. T, et P. pestis, le 
inécanisme de formation des anticorps floculants, agglutinants et 
protecteurs est identique, qu’on utilise des corps microbiens ou 
des anatoxines. Seules importent les doses d’antigéne et la voie 
de leur introduction. 

Fnfin, mentionnons sans nous y attarder, que Lazarus et 
Nozawa ont noté chez les animaux qui succombent a injection 
intraveineuse de fortes doses de toxine P. S. T. (5 cm® chez le 
lapin), les profondes modifications imputées aux endotoxines ; 
ils rappellent 4 ce propos les travaux de A. Delaunay et coll. sur 
lanalogie de ces troubles avec ceux du choc traumatique. Mais 
plus loin, ils reconnaissent « V’incapacité de leur toxine a déter- 
miner les symptomes et les lésions spécifiques qui sont lattribut 
général des endotoxines ». Cette apparente contradiction, qui 
intrigue nos collégues, ne réside-t-elle pas dans le fait de la 
structure chimique elle-méme de l’endotoxine P. S. T.? Le neu- 
rotropisme du poison pesteux est classique dans la peste humaine 
et expérimentale, Nous n’avons, pour notre part, vu aucune dif- 
férence dans l’évolution et la symptomatologie du syndrome 


morte] d’intoxication chez la souris par les toxines de P, S, T. 
ou de P. pestis. 
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| Les soucues pE P. S. T. ToxtqQuEs sonT RARES. 


Lazarus et Nozawa n’ont décelé de toxine que dans 2 des 
| 27 souches étudiées a ce point de vue a San Francisco. Nous 
| avons recherché, d’aprés leur technique originale, puis sur des 
| cultures en bouillon de vingt jours a 28°, un principe toxique 
| dans 80 souches de P.S.T. de notre laboratoire. Elles avaient 
| les origines les plus diverses, certaines isolées depuis de longues 
_années, de cobayes, lapins, oiseaux, singes, dont nous étions 
_redevable 4 M. Truche que nous remercions de son obligeance ; 
d'autres, d’obtention plus récente, de cobayes et de singes, et 
toujours virulentes ; l’une isolée depuis quelques semaines par 
| H. Jacotot et coll. chez un pore. Un essai consistant dans |’injec- 
| tion intrapéritonéale & 2 souris par souche de 0,5 cm* de lysat 
| bactériophagique, puis a 2 autres souris d’autolysat, ne nous a 
| pas fourni le moindre indice de la présence d’une toxine. Une 
| fois (Souche babouin) les 2 souris sont mortes aprés dix-huit 
| heures avec le lysat bactériophagique, mais celles qui avaient 
) recu ]’autolysat ont résisté. Comme la mortalité dans nos éle- 
| vages était, a l’époque, élevée, nous avons pensé a une coinci- 
dence. La preuve en fut donnée par l’absence de toxicité de 
| Vextrait de culture sur gélose préparé par le procédé Grasset- 
| Gory, 
| Des recherches systématiques pratiquées sur toutes les souches 
qui seront isolées dans les laboratoires seront nécessaires avant 
ide préciser si la découverte d’une toxine chez P.S.T. est un 
| fait rare ou véritablement exceptionnel. 


RESUME. 


|. La mise en évidence, par Lazarus et Nozawa, d’une toxine dans 
kdeux souches de Past. pseudotuberculosis sous Veffet de la lyse 
par un bactériophage, présente avant tout un intérét doctrinal. 
(Cette technique, a priori incapable de provoquer la mise en 
Jliberté du poison pesteux dans les conditions ot l’on prépare un 
yphage actif a la fois sur les deux micro-organismes, réussit au 
kcontraire si le phage est ajouté a une culture suffisamment déve- 
Hoppée. Avec P. pestis, il faut trois jours pour avoir une densité 


| m= 


imicrobienne sensiblement égale A celle d’une culture de P. S. 7. 
fide huit heures. L’analogie s’affirme si on abandonne a l'autolyse 
Ides cultures en bouillon deux ou trois semaines a 28°, ou Si Von 
ldésintegre les germes P. S. T. ou P. pestis par une suite de con- 
hwélations et de décongélations. L’extrait ainsi obtenu a une toxi- 
cité plus forte de part et d’autre, et du méme ordre de grandeur. 
| Les propriétés de la toxine pseudotuberculeuse, commandées 
Ivar sa structure chimique, ne different pas de celles de la toxine 
| 
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pesteuse dont la constitution est analogue. C’est bien une endo- 
toxine, puisqu’elle est libérée par la dislocation des corps micro- 
biens, mais elle est de nature protéique, et absence de glucido- 
lipide lui confére sa thermolabilité et sa transformation facile en 
anatoxine, tout comme une exotoxine. Toutefois, a linverse des 
anatoxines dérivées des toxines vraies, celles de P.S.T. et de 
P. pestis n’ont qu'une faible valeur antigénique, inférieure a celle 
des corps microbiens dont elles ne représentent qu’une fraction. 

Soulignons en terminant que dans l’organisme humain ou ani- 
mal, P. pestis et P. S. T. sont hautement toxiques, et le poison 
que les cultures mettent en évidence n’a pas de commune mesure 
dans son pouvoir pathogéne avec celui qui est diffusé dans 1’éco- 
nomie au cours de la maladie naturelle ou expérimentale. Nos 
recherches orientées dans diverses voies pour trouver un milieu 
susceptible d’exalter cette toxicité se sont soldées par des échecs. 
Ce probleme mérite, autant pour P. S.T. que pour P. pestis, 
de retenir l’attention des chercheurs. 


CONCLUSION. 


Jusqu’a ce jour, 2 souches seulement de P. S. T. sur 57 ont 
manifesté en culture une toxicité certaine. Par contre, P. pestis 
est toujours toxique et ce caractére n’est pas obligatoirement 
fonction de la virulence. I] n’a plus la valeur absolue que nous 
lui prétions pour différencier les deux espéces microbiennes, si 
étroitement apparentées par ailleurs. Les deux micro-organismes 
nen gardent pas moins leur individualité, et si P. Boquet {7] 
s'est attaché a rechercher une toxine chez P. S. T. sans y réussir, 
il a rappelé les moyens dont nous disposions pour discriminer les 
deux espéces et mis en particulier l’accent sur ces caractéres qui 
appartiennent en propre a P. S.T. : le trouble des cultures au- 
dessous de 30°, la mobilité des germes croissant A cette tempé- 
rature. 

La suggestion formulée par Van Loghem de réunir dans un 
genre nouveau ou un sous-genre les agents étiologiques de la 
peste et de la pseudotuberculose — et il propose heureusement 
celui de Yersinia — trouve dans le fait nouveau, objet de cet 
expose, un argument complémentaire et sa pleine justification. 
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EFFET DU SERUM ANTI-Rh 


SUR LES TISSUS EMBRYONNAIRES HUMAINS 
NERVEUX ET SPLENIQUE EN CULTURE 


par G. BARSKI et A. EYQUEM (’). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D* P. Lépine] 
el Service du D™ Dusarric dE LA RiviERe.) 


La pathogénése du syndrome nerveux observé dans lictére 
hémolytique du nouveau-né n’est pas encore éclaircie. Certains 
auteurs considérent que l’atteinte nerveuse peut apparaitre comme 
un phénoméne secondaire, conséquence de Victére et de l’action 
tuxique de produits de métabolisme hépatique [4, 2, 3]. 

D’autres admettent la possibilité d’une action directe des anti- 
corps anti-Rh sur le tissu nerveux de l’embryon et du nouveau- 
né [4]. 

Le sérum anti-Rh peut étre considéré comme un sérum iso-spé- 
cifique antiglobules-rouges-Rh+, et il a été prouvé, par ailleurs, 
que la spécificité de cette catégorie de sérums n’est pas absolu- 
ment rigoureuse envers l’organe ou le tissu donné. Ainsi Seegal 
ef Loeb [5], en 1940 et 1946, ont prouvé qu’un hétérosérum anti- 
globules rouges peut agir comme un anticorps antiplacentaire et 
que le sérum antiplacentaire a son tour peut se comporter comme 
un sérum anti-rein. Des observations analogues ont été faites par 
V'un de nous [6]. 

La fixation des anticorps du sérum anti-Rh sur des tissus 
autres que le tissu sanguin serait done théoriquement admissible. 

Ajoutons que récemment la reproduction chez de jeunes chiens 
et chats de lictére nucléaire expérimental avec des lésions du 
systeme nerveux central trés prononcées [7] a confirmé pleinement 
la notion établie en clinique, que V’atteinte nerveuse est un phéno- 
mene lié & la maladie hémolytique reproduite avec des hétéro- et 
iso-Immunsérums antiglobules rouges. 

_Il nous a paru opportun, pour contribuer a éclaircir cette ques- 
tion, d’étudier le comportement de différents tissus embryon- 
naires en présence d’immunsérums hétéro- et iso-spécifiques. 
Dans ce travail nous rapportons des observations faites sur l’ac- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 avril 1950. 
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tion du sérum anti-Rh de titre élevé sur les tissus embryonnaires 
humains provenant d’un individu Rh+. 

La culture tissulaire a déja été employée a plusieurs reprises 
pour évaluer la spécificité et le pouvoir cytotoxiques de sérums 
anti-organes. I] s’agissait pour Verne et Oberling (8] de l’action 
du sérum anti-rein de rat sur le tissu rénal en culture, du sérum 
anti-systéme réticulo-endothélial en culture de rate humaine pour 
les auteurs russes [9, 40], et Lasfargues et Delaunay [11], ou de 
Paction du sérum anti-systéme nerveux de poulet sur le tissu ner- 
veux de poulet pour Pomerat et Grunwaldt [42]. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Les tissus que nous avons choisis pour notre étude sont la par- 
tie corticale du cervelet et la rate. Ces tissus proviennent d’un 
embryon humain Rh + 4 la 17°-18* semaine de vie embryonnaire. 

La technique de culture est celle des membranes plastiques ea 
milieu liquide [43]. Le milieu de culture est constitué d’une partie 
de sérum humain, une partie d’extrait embryonnaire et de deux 
parties de solution de Tyrode. 

Nous avons employé un sérum humain normal dans les cultures 
témoins et un sérum contenant une agglutinine de type anti-D 
complet, titrant 1/2.000, provenant d’une femme Rh négative iso- 
immunisée par 10 grossesses d’enfants Rh positifs, dont les trois 
derniers avaient présenté un ictére grave, compliqué d’ictére 
nucléaire avec séquelles caractéristiques. 

Ce sérum a été prélevé dix jours apres que cette femme eut 
accouché d’un enfant atteint de maladie hémolytique. 

Nos observations se rapportent a 8 cultures du tissu nerveux 
en présence de sérum anti-Rh et un nombre égal de cultures de 
ce tissu en sérum normal. Le nombre total des cultures du tissu 
splénique est de 32, réparties par moilié entre le sérum normal 
et le sérum anti-Rh. 

Les cultures sont observées a l’état vivant pendant quatre jours 
et ensuite, apres fixation et coloration a l’hémalun-éosine, exa- 
minées au fort grossissement du microscope. 


RESULTATS. 


A. Tissu nerveux. — Au bout de quarante- -huit heures nous 
observons, dans les bellies témoins aussi bien que dans celles 
mises en présence de sérum anti-Rh, une migration cellulaire 
mixte et une croissance de fibres nerveuses comme dans une 
culture normale typique du tissu embryonnaire nerveux. La migra- 
tion et la croissance en sérum anti-Rh sont au moins égales et, 
au bout de quatre jours, semblent méme dépasser la croissance 
et la migration dans les cultures témoins. 
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L’observation au fort grossissement des cultures fixées et colo- 
rées ne révele aucune lésion spécifique au niveau des cellules ner- 
veuses et gliales cultivées en présence de sérum anti-Rh ; par 
leur forme et l’aspect du protoplasme, les neuroblastes émigrés 
ne manifestent aucun signe de souffrance. 


Fic. 14. — Tissu nerveux embryonnaire humain en sérum anti-Rh. 
Quatriéme jour de culture. (Gross. : X 200.) 


B. Tissu SPLENIQUE. — Dans les cultures témoins on observe 
une migration considérable de petits leucocytes, de globules 
rouges et d’érythroblastes ; dans la zone de migration, a une cer- 
taine distance du fragment, on apercoit de gros macrophages. De 
nombreux fibroblastes poussent a partir du fragment initial vers 
la périphérie. 

es cultures en présence de sérum anti-Rh différent, déja a 
premiére vue, des cultures témoins. L’agglutination des globules 
rouges et leur lyse s’effectue trés rapidement et peut atre cons- 
tatée au bout de vingt-quatre heures, méme 4 l’ceil nu. Les éry- 
throblastes sont également atteints par ce processus de dégéné- 
rescence et d’agglutination. On voit de nombreux érythroblastes 
phagocytés par les macrophages dans la zone de migration Les 
fibroblastes de ces cultures ne se distinguent en rien de ceux du 
témoin. Mais le trait le plus caractéristique de la culture de rate 
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. 2. — Rate embryonnaire humaine en sérum anti-Rh. 


Quatriéme jour de cullure. (Gross. : « 200.) 


Fic. 3. — Rate embryonnaire humaine en sérum anti-Rh. 
Quatriéme jour de culture. Quelques cellules géantes. (Gross. : X 700.) 
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humaine en milieu contenant le sérum anti-Rh est constitué par 
lV'apparition, a la périphérie, de tres nombreuses cellules géantes 
du type Langhans. Ces cellules apparaissent isolées ai une certaine 
distance de l’explant, elles atteignent 200 p de diametre et comp- 
tent jusqu’a 30 noyaux groupés en couronne a la périphérie de 
la cellule. Les noyaux ne montrent aucun signe de dégénérescence 
et l’aspect général de ces cellules munies de nombreux prolonge- 
ments protoplasmiques prouve qu’elles sont en pleine activité 
vitale. On apergoit 4 leur intérieur des érythrocytes, des érythro- 
blastes et des débris cellulaires phagocytés. 

L’apparition d’un aussi grand nombre de cellules géantes est 
propre aux cultures en sérum anti-Rh. Dans les cultures témoins 
en sérum normal on ne voit que rarement des cellules contenant 
2-3 noyaux. 


Ainsi, nous n’avons pas pu prouver directement |’existence 
dans le sérum anti-Rh d’anticorps neurotoxiques. I] est possible 
qu’avec un sérum titrant 1/2.000 et a la dilution employée (1/3), 
nous nous trouvions au-dessous du_ seuil d’action franchement 
cytotoxique de ce sérum. Il n’est pas exclu que la migration par- 
ticuliérement abondante observée dans ces cultures résulte de la 
présence stimulante de ce facteur en quantité subtoxique. Des 
phénomeénes analogues ont été observés dans des cultures de fibro- 
blastes en milieu additionné de sérum anti-réticulo-endothélial du 
type Bogomoleiz [9, 40, 44]. 

D’autre part, il sera utile de mentionner que, d’aprées Van 
Bolhuis [14], Vantigéne Rh existe dans l’encéphale humain seule- 
ment chez un certain nombre d’individus Rh positifs. 

L’effet du sérum anti-Rh sur Je tissu splénique en culture est 
plus évident. Son action sur les érythrocytes et les érythroblastes 
est manifeste. La phagocytose de ces cellules est visiblement 
accrue. Mais c’est l’apparition de nombreuses cellules géantes 
de trés grande taille qui constitue le trait capital de ces cultures. 

Des cellules géantes du type Langhans ont été observées sou- 
vent dans les cultures de tissus. Ces formations apparaissent dans 
les cultures de sang a la suite des transformations que subissent 
en culture les monocytes du sang circulant [45]. On les a obser- 
vées dans les cultures d’hypophyse [46] et d’autres tissus [17], 
en particulier la rate. : 

Dans ce dernier cas, elles ont été décrites dés 1911 par Lam- 
bert [48]. Cet auteur effectue des cultures de rate de rat en plasma 
provenant de différentes espéces animales et observe que des 
cellules gcantes typiques particuliérement nombreuses apparais- 
sent s1 on cultive les fragments de rate en plasma hétérologue. 

D autre part, Stieve 49], cultivant la rate humaine, fait observer 
qua l’encontre des cultures spléniques des autres mammiferes, 


SERUM ANTI-Rh 49 


_ la rate humaine a peu tendance a former en culture de vraies cel- 
_ lules géantes de type Langhans. 

A la lumiére de ces faits, il serait possible d’interpréter l’appa- 
riuon de nombreuses cellules géantes dans nos cultures de rate 
_ embryonnaire humaine en présence de sérum anti-Rh comme 
| étant une réaction directe du tissu conjonctif réticulaire. Cela 
_ conduit 4 admettre que ses propriétés cytotoxiques sont plus géné- 
rales. 

Mais aussi, il est probable que ce phénoméne soit une consé- 
quence indirecte de l’atteinte des hématies, toujours trés abon- 
dantes dans les explants de la rate, par les anticorps spécifiques 
| anti-Rh. Dans ces conditions, une phagocytose accrue de ces 
éléments cellulaires lésés pourrait amener une hypertrophic accé- 
_ lérée des cellules phagocytaires et hater leur évolution aboutis- 
| sant a la formation de cellules géantes. 


R&sSuME. 


| La croissance comme la migration cellulaire dans la cutlure du 
| tissu nerveux embryonnaire humain en sérum anti-Rh de titre 
} élevé est au moins aussi abondante que dans les cultures témoins 
} en sérum normal. 

! - Dans les cultures de rate embryonnaire humaine en sérum 
} anti-Rh on observe certaines réactions spécifiques : agglutina- 
| tion des hématies, phagocytose accrue et apparition de trés nom- 
breuses cellules géantes de type Langhans. 
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ANALYSE BACTERIOLOGIQUE DES COMPLEXES 
DE COLICINES PRODUITS PAR 14 SOUCHES 
D'ESCHERICHIA COLI ANTIBIOTIQUES 


par Y. CHABBERT. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Microbiologie générale.) 


La recherche et l’analyse bactériologique des substances anti- 
| biotiques sécrétées par les Entérobactéries ou « Colicines » ont été 
_ entreprises depuis 1946 par Gratia [4, 2], Frédéricq [8], Frédéricq 
et Lévine [4]. Ces auteurs ont pu mener a bien l’étude de ces pro- 
| duits peu diffusibles grace a des techniques d’antagonisme différé 
|} consistant a n’ensemencer la souche test qu’aprés un certain 
} temps de culture de la souche active, celle-ci étant alors, soit tuée 
_ aux vapeurs de chloroforme, soit enlevée grace 4 des combinai- 
sons de couches de gélose. Au cours d’une vaste enquéte portant 
notamment sur 88 souches actives mises en présence de 316 sou- 
ches sensibles (27.808 tests), ils ont montré que les phénoménes 
d’antibiose se rencontraient dans environ 25 p. 100 des cas, et 
qu’il existait des différences trés importantes tant dans 1’activité 
que dans la sensibilité suivant les genres envisagés. Ils ont indi- 
| vidualisé 17 groupes de colicines différenciables par leur spectre 
| d’activité et un certain nombre de propriétés : diffusion dans la 
gélose et A travers la cellophane, thermosensibilité, destruction 
} par les protéases. Enfin, ils ont montré qu’une souche sensible 
| est susceptible de manifester, en présence d’une colicine donnée, 
| des éléments résistants qui conservent leur sensibilité primitive — 
| vis-a-vis des autres colicines, et qu’il est possible de faire perdre 
} successivement a une souche tous ses « récepteurs d’antibiose » ; 
cette perte relativement spécifique se produit indépendamment 
de l’action de la colicine. 
| Nous avons effectué la recherche des souches actives, Vétude 
| de leur spectre d’activité et leur analyse, avec des techniques pra- 
| tiquement identiques a celles de ces auteurs, et nous ne ies avons 
| modifiées que dans quelques cas que nous signalerons. ’ 
| Dans le but, non pas de faire une étude systématique mais de 
| rechercher des souches actives, nous avons fait agir 48 souches 
| de : Esch. coli (39), Esch. intermédiaire (3), A. aerogenes (6), vis- 
| a-vis d’elles-mémes et de 57 souches d’Entérobactéries diverses, 
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dont 33 Salmonella et 18 Shigella (6.920 tests). Sur ce nombre, 
14 souches montraient un pouvoir antibiotique net. Ces 14 souches 
pouvaient se répartir en 7 groupes différents individualisés par 


le tableau I. 
TABLEAU LI. 


SOUCHES SENSIBLES 
EC24 | A204 | E137 | 1M409] SoDe 


Souches actives : 


Nombre 4. Groupe A . 
= 30CUlU B 


Ce tableau indique uniquement que les souches appartenant a 
chaque groupe sécrétent au moins une colicine différente de celles 
sécrétées par les souches des autres groupes. Ces souches tests, 
choisies pour mettre en évidence les colicines particuliéres a 
chaque groupe, représentent souvent un type de sensibilité rare. 

51 on envisage, par contre, sur l’ensemble des souches tests la 
fréquence des différents types de sensibilité, il apparait que les 
souches de certains groupes peuvent posséder, en plus de leurs 
colicines propres, des colicines communes aux autres groupes. 
Le tableau II montre ainsi la répartition des types de sensibilité 
vis-a-vis des groupes B.C.D. et montre la possibilité pour D. 
d’avoir des colicines communes avec B. et C. Ceci se retrouve 
du reste avec d’autres groupes. 


TABLEAU II. 


0 
0 
0 


14 p. 100] 0 |4 p. 100/45 p. 100/20 p. 100]20 p. 100] 0 | 30 p. 100 


Frédéricq a ainsi signalé dans 8 cas sur 88 souches actives, 
‘a présence de 2 colicines et il conclut dans une revue d’ensemble 
que « chaque souche antibiotique ne sécréte yu’une seule ou au 
maximum deux de ces colicines ». En nous limitant aux 14 sou- 
ches actives primitivement trouvées, nous en avons entrepris 
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l’analyse bactériologique détaillée en ayant pour but principal 
de mettre en évidence les complexes de colicines. 


ANALYSE BACTERIOLOGIQUE. 


Cette analyse repose sur les points suivants : 


_A. Morpxo.ocir pes ZONES D’INHIBITION. — Elle a pu étre étu- 
diée avec précision grace a la photographie (1) de la plus grande 
partie de nos tests, seule méthode qui permet les comparaisons 
indispensables a plusieurs mois d’intervalle. Cette morphologie 
est conditionnée par différents éléments susceptibles de refléter 
des différences dans les produits sécrétés. | 

a) Etendue de la zone d’ inhibition. — Elle se calcule en mesu- 
rant la distance entre la colonie productrice ou toute autre source 
d’antibiotique et la bordure de la zone d’inhibition. 

Heatley et Florey [5], puis Halbert et Magnusson [6, 7], tra- 
vaillant sur la colicine V (aprés concentration et extraction par 
voie chimique) active 4 de trés hautes dilutions : 10-*, 10-7, ont 
vu que les courbes de diffusion en gélose étaient trés « plates » 
et que, par exemple, un accroissement de diamétre des zones 
d inhibition de 1,5 mm. pouvait correspondre a une augmentation 
d’activité en milieu liquide de plus de dix fois. Or, la colicine V 
est une des plus diffusibles. En opérant sur les souches elles- 
mémes et sur quelques colicines obtenues en milieu liquide, nous 
avons constaté que des différences relativement importantes d’ac- 
livité et de sensibilité se traduisent par des différences d’étendue 
inférieures a 4 millimetres. 

Dans la trés grande majorité des cas, on peut ainsi définir 
pour chaque colicine une valeur moyenne de la diffusion en 
opérant dans des conditions fixes d’ensemencement et de temps 
de culture de la souche active (quarante-huit heures). Par exemple, 
pour les souches actives du groupe B qui, vis-a-vis de l’ensemble 
des souches tests donnaient des valeurs moyennes groupées 
autour de 4,10 et 20 mm. avec des variations de + 2 mm., il a 
été possible de montrer qu’il s’agissait, en fait, de 3 colicines 
différentes. Cette étude de la valeur moyenne a été complétée par 
| celle de l’évolution de la diffusion dans le temps suivant une 
| technique instaurée par Frédéricq [8] pour le B. pyocyanique, qui 
| donne des courbes caractéristiques. 
| Mais dans quelques cas particuliers, des différences considé- 

rables d’activité entre différentes souches productrices permettent 
| d’individualiser mieux certaines colicines. Ainsi, les souches des 


(1) Nous remercions M. Piechaud qui les a réalisées dans le service de 
| Microbiologie générale. 
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groupes B et D agissant sur des souches tests par leur colicine Bl 
montrent des valeurs trés voisines, mais agissant sur d’autres 
souches par leur colicine B38, les souches du groupe B sont 
beaucoup moins actives que celles du groupe D. 

b) La qualité de Vinhibition est aussi trés variable suivant les 
colicines : elle va depuis l’inhibition compléte, ot VPaction est 
totale, hormis les colonies de germes résistants, jusqu’aux inhibi- 
tions en halo plus ou moins nettes. 

c) La périphérie des zones d’inhibition donne des images com- 
plexes, mais pouvant étre caractéristiques d’une colicine donnée, 
ces phénomeénes de bordure étant liés au mode d’action de V’anti- 
biotique, comme l’ont montré Pratt et Dufrénoy [9] pour la péni- 
cilline, 

Enfin, nous avons trouvé, pour 4 de nos souches, la présence 
d’un anneau non constitué de germes résistants entourant la 
colonie active et que Frédéricq considére comme caractéristique 
de sa colicine A. Ii est done possible de conclure avec cet auteur 
que « la nature de la colicine produite détermine dans une large 
mesure la morphologie de la zone d’inhibition ». 


B. Mutants r&ésistants. — Les colonies qui apparaissent a 
Vintérieur des zones d’inhibilion sont constituées de germes 
héréditairement et, en général, totalement résistants 4 la colicine 
qui les a sélectionnés. De plus, il est possible de faire perdre 
a une souche sensible tous ses « récepteurs d’antibiose », c’est- 
a-dire de la rendre résistante successivement a toutes les colicines 
auxquelles elle était primitivement sensible. 

Nous avons étudié 135 germes résistants appartenant A 
34 souches sensibles ayant perdu un ou plusieurs récepteurs. 

Lorsque l’on met un germe résistant A une souche active en 
présence des souches des différents groupes, plusieurs cas peuvent 
se présenter : 

1° La résistance ne se produit que pour le groupe auquel 
appartient la souche qui a sélectionné le résistant. Cela signifie 
que lon doit se trouver en présence d’une colicine uniquement 
produite par les souches de ce groupe. Exceptionnellement, elle 


pourrait se trouver ailleurs masquée par une colicine plus active 
ou plus diffusible. 


2° La résistance peut ne pas étre totale quand on a affaire 
a un résistant périphérique. I] s’agit soit d’un phénoméne quanti- 
taf, soit d’un phénoméne qualitatif. Dans le premier cas, le 
résistant partiel n’a perdu qu’une partie de sa sensibilité a la 
colicine envisagée et, souvent, l’on trouve un mélange de résistants 
partiels et totaux irréguliérement disposés. Dans le deuxiéme cas 
on se trouve en présence de deux ou plusieurs colicines. C’est ce 
qui peut se passer avec les souches donnant des inhibitions en 
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« cocarde » avec une zone interne dépourvue de résistants et une 
zone externe ou ils apparaissent nombreux. Si l’on reprend ceux 
de la zone externe, on n’a plus qu’une inhibition répondant 
comme étendue a la zone interne, qui se couvre alors de résis- 
tants. Inversement, si par un procédé quelconque (chauffage, 
cellophane) on fait disparaitre l’action de la colicine la moins diffu- 
sible, on a une inhibition répondant a l’étendue de la zone 
externe et les résistants se trouvent sur toute la surface. Dans 
4 groupes sur 7 ot l’on rencontrait le phénoméne de la résistance 
partielle, nous avons souvent eu l’impression qu’il s’agissait de 
colicines multiples, mais nous n’avons pu réunir des preuves 
suffisantes pour les séparer que dans un trés petit nombre de cas. 

3° La résistance 4 un groupe améne chez un ou plusieurs autres 
groupes des modifications importantes de la morphologie des 
zones d’inhibition et démasque l’aspect typique d’une colicine 
produite par un troisiéme groupe. Ce phénoméne est particulié- 
rement net avec les trois groupes B, C, D. Sur certaines souches 
de E. coli, le groupe B agit par une colicine trés diffusible, a 
bords nets, avec un nombre modéré de résistants, que nous appe- 
lons B1 (mais qui doit étre la colicine V de Gratia). Le groupe C 
agit par une colicine Cl donnant une inhibition en halo avec 
un anneau central qui entoure la colonie active se rapprochant 
de la colicine A de Frédéricq. Le groupe D donne enfin une 
inhibition peu différente de B, mais ayant peu ou pas de résis- 
tants. Or, 7 souches de E. coli et 12 résistants isolés par perte de 
récepteurs qui résistent A Bl donnent, avec le groupe D, une 
inhibition de type Cl typique, et avec 10 souches_ naturelle- 
ment ou artificiellement résistantes 4 Cl, on observe, avec le 
groupe D, une réapparition des résistants, dont le nombre devient 
trés voisin de celui obtenu avec B1, ce qui améne a conclure que, 
dans ces cas, D agit par deux colicines, ]’une commune a B et 
Vautre a C, 

4° La résistance A un groupe s’accompagne de la résistance a 
un autre groupe. Ce fait trés fréquent pose le probiéme suivant : 
ou bien la résistance n’est pas spécifique d’une colicine et 
s’exerce en plus de la colicine qui a sélectionné le germe résis- 
tant vis-a-vis d’autres colicines différentes, ou bien la résistance 
est spécifique et l’on a affaire 4 ]a méme colicine produite par les 
souches appartenant aux deux groupes. 

Or, Frédéricq [40], reprenant la démonstration de Luria et 
Delbriick sur la résistance au bactériophage, a fait la preuve sta- 
tistique de l’indépendance d’apparition de résistants aux colicines 
et a ainsi montré qu’il s’agissait de mutants. I] a vu que si une 
méme colicine agit sur différentes subcultures d’un germe test, 
le nombre des résistants est trés variable, mais, inversement, 31 


/- une méme subculture d’un germe test est mise en présence de 
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souches sécrétant la méme colicine et en admettant qu’elle soit 
seule a agir, le nombre des résistants est tres voisin. 

Nous avons essayé de répondre au probléme posé plus haut 
en basant sur ces faits les techniques suivantes : 


NUMERATION DES RESISTANTS. — Les souches actives sont ense- 
mencées en nappe sur une mince couche de gélose supportée par 
un disque de papier filtre reposant sur une gélose de base. Aprés 
quarante-huit heures de culture, on enléve la couche supérieure 
et on ensemence la couche de base avec une souche sensible qui 
posséde, soit naturellement, soit par résistance successive, unique- 
ment le récepleur approprié. Aprés culture, on dénombre les 
mutants résistants. 


InrerrERENcES. — Si l’on fait interférer deux souches actives 
en les ensemencant perpendiculairement sur une boite de Petri 
et que l’on ensemence ensuite une souche test choisie comme 
précédemment, on peut numérer les mutants résistants dans deux 
zones ot chaque souche sécréte isolément sa colicine et dans une 
troisiéme ot elles interférent. Si lon ne tient. pas compte des 
phénomeénes d’ordre quantitatif, qui jouent peu, le nombre des 
résistants, dans la troisiéme, sera le méme que dans les deux 
autres si les colicines qui agissent sont identiques et agissent 
seules. Par contre, si elles sont différentes, il y aura une inhibi- 
tion réciproque des mutants dans la zone d’interférence. C’est 
ce qui se passe dans les inhibitions en cocarde et, chaque fois 
qu il y a absence de colonies résistantes dans une zone d’inhibi- 
tion, il faudra penser 4 la possibilité de deux colicines. 

Dans Ja grande majorité des cas de résistance croisée entre 
des groupes différents, en comparant les résultats donnés par 
ces techniques avec tous les autres éléments d’analyse, nous 
avons conclu 4 la présence d’une méme colicine dans les deux 
groupes considérés, donc a la spécificité des mutants résistants 
obtenus. Dans ces cas, tous les résistants de l’un ou de J’autre 
groupe entrainent dans les deux groupes des modifications iden- 
ques aboutissant a une résistance totale ou partielle, le phéno- 
méne étant constant et reproductible avec toutes les souches 
sensibles a la colicine commune. 


Nous avons obtenu une proportion de ces mutants spécifiques 
beaucoup plus importante que celle de Frédéricq, qui n’en trouve 
que 50 p. 100 dans les cas les plus favorables. Il existe, en effet, 
des mutations portant a la fois sur la colicine qui sélectionne et 
sur d’autres colicines, mais le phénoméne a toujours été rare, 
irrégulier, non reproductible. Cependant, dans le cas ot une 
souche active agit par deux colicines sur une souche sensible, la 
fréquence des mutants résistant aux deux est trés supérieure 


‘ 
ra 
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celle que l’on rencontrerait pour des antibiotiques aussi différents 
que la pénicilline et la streptomycine. 


C. PASSAGE A TRAVERS LA CELLOPHANE. — Nous avons utilisé des 
techniques dérivées de celles proposées par Gratia et Dath al: 
puis par Frédéricq, en limitant l’expansion des cultures avec de 
la paraffine. 


D. THermosensipititié. — Nous l’avons étudiée sur des filtrats 
de culture aérée, chauffés a 60° pendant trente minutes et titrés 
par une méthode de dilution en milieu liquide ou une technique 
de diffusion en gélose. Dans cette derniére, nous ne portions les 
boites ensemencées a l’étuve qu’aprés un séjour de vingt-quatre 
heures a 4° pour permettre aux colicines de diffuser. La thermo- 
sensibilité peut aussi étre étudiée directement sur les boites de 
Petri ensemencées avec des souches actives qui, aprés quarante- 
huit heures de culture, sont portées 4 56° pendant six heures et 


ensemencées avec la souche test. 


E. DesTRUCTION PAR LES PROTEASES. — Gratia et Betz-Bareau [12] 
ont proposé des méthodes d’interférence qui mettent en évidence le 
phénoméne,. Nous avons utilisé 18 souches appartenant aux genres 
Bacillus, Proteus, Micrococcus et Pseudomonas, toutes forte- 
ment gélatinolytiques, et une solution de trypsine a 1 p. 100. Les 
résultats donnés par ces divers types de protéases sont assez 
comparables pour une colicine donnée et nous n’avons pas 
obtenu d’action spécifique pour telle ou telle souche. Mais de 
grandes différences de sensibilité existaient entre les colicines, 
et avec les complexes de colicines, on obtient des dissociations 
typiques. 

De plus, en étudiant les phénoménes d’interférence entre les 
souches actives, nous avons observé que certaines sont suscep- 
tibles d’inhiber réciproquement leur production, bien qu’elles 
n’aient aucune activité gélatinolytique. Inversement, certaines 
souches de Ps. pyocyanea sont capables a la fois d’inhiber cer- 
taines colicines par une substance diffusant peu et d’en augmenter 
action par une substance diffusamt beaucoup plus. Ces deux 
phénoménes seraient susceptibles de constituer de nouveaux 


éléments d’analyse. 
R&ESULTATS. 


En employant ces différents procédés, nous avons été amené, 
d’une part, a fractionner les colicines propres a chaque groupe 
qui étaient apparues a la suite de la premiére étude du spectre 
| d’activité, d’autre part, A mettre en évidence la présence de coli- 
) cines communes 4 plusieurs groupes. En ne tenant compte que 
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des colicines présentant des caractéres d’individualité suffisants, 
nous aboutissons a un total de 13 colicines différentes. Elles 
s’associent en complexes qui se réparlissent ainsi pour les 
7 groupes de souches présentant les mémes caractéres d’activité 
que nous avions primitivement individualisés. 


TaBLEAU III. 


GROUPE COLICINES 
eas ee a At, Fi 
Bai sey eee ae BG BOP B 3: 
Cin te ede eee ented sen Ua: 
Dy fe. Sic i eae ee D1, B41, B2, B3, C4, C3. 
RNG Eines em, 5 OR ee E4, E2. 
Fee Rt ee ae ee Fi, F2 
(Se a eee ee G1. 


Le tableau IV montre les caractéres distinctifs des colicines 
isolées des groupes B, C, D. 


TABLEAU IV. 


COLICINES 


Bl C1 Di 


Diffusion moyenne . . .|20 mm.|5 ; 40 mm. 


Passage a travers la cel- 
lophane + 
Thermosensibilité. . . . 0 
Destruction par les pro- 
téases + 
Caractéres particuliers de Anneau 


Vinhibition Bords nets. central. Cocarde, 


La liste des colicines identifiées dans chaque groupe ne constitue 
qu'une liste minimum ; certaines, comme Al, Dl, F2, devraient 
étre scindées en deux ou trois produits différents. Le nombre des 
colicines produites par une méme souche peut étre trés grand, 
puisque les 8 souches du groupe D produisent au minimum 6 coli- 
cines et vraisemblablement beaucoup plus. Enfin, en dehors des 
actions inhibitrices nettes que nous avons étudiées, il existe de 
nombreuses actions mineures se traduisant par des ‘halos de 
faible étendue. 

La présence de complexes de colicines est presque constante 
pour nos souches, mais le nombre de ces souches est cependant 
trop faible pour conclure a la généralité du phénoméne. Toute- 
fois, il apparait que les tentatives de liaison entre les colicines 
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_ et les groupes biochimiques ou sérologiques ne peuvent étre 
entreprises qu’a la suite d’une dissociation la plus serrée possible 
des complexes de colicines. 
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ETUDE BIOCHIMIQUE DES TUMEURS DE CROWN-GALL 
CHEZ PELARGONIUM ZONALE 


1. — ETUDE DES GLUCIDES 


par Jupita BLASS et Pierre MANIGAULT. 
(avec la collaboration technique de OpETTE LECOMTE). 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Chimie biologique.) 


Le crown-gall est une tumeur provoquée par l’inoculation de 
la culture d’une bactérie (Agrobacterium tumefaciens) qui apparait 
chez de nombreuses espéces végétales sauvages et cultivées. L’in- 
térét de ces tumeurs spontanées ou expérimentales n’a pas 
échappé aux biochimistes ; on connait des publications relatant 
des comparaisons entre les tissus tumoraux et les tissus sains 
voisins. Des analogies ont ainsi été établies entre ces excrois- 
sances pathologiques et certaines tumeurs des animaux. 

Les analyses effectuées sur des plantes entiéres ou méme sur 
des cultures de tissus sains et tumoraux se rapportent a de trés 
nombreux éléments, et on pourra en trouver un raccourci dans 
des études comme celles de R. Nagy et W. H. Peterson (1938) [4] 
et de Riker (1939) [2]. 

Cependant, l'un de nous, au cours d’une étude histochimique 
des tumeurs provoquées sur le Pelargonium zonale par inocu- 
lation de culture virulente d’Agrobacterium tumefaciens, pouvait 
acquérir la certitude que l’amidon n’est jamais présent dans. les 
tissus tumoraux, méme s’il est abondant dans les tissus sains 
contigus, et il nous a paru intéressant d’entreprendre, a la faveur 
des techniques chromatographiques, une étude des glucides pré- 
sents dans les tissus de plantes saines prises comme témoins, dans 
les tissus sains et les tissus tumoraux de plantes inoculées expéri- 
mentalement. 

D’autres éléments ont été donnés pour établir une base de 
comparaison et nos premiers résultats seront complétés par une 
étude quantitative de différents sucres. 


ConDITIONS EXPERIMENTALES. 


On choisit pour sujet des boutures de Pelargonium zonale 
(variété « Jardin des Plantes ») agées d’un mois environ, aussi 
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semblables que possible. Les plantes sont cultivées dans les 
-serres expérimentales de 1’Institut Pasteur dans des conditions 
bien déterminées qui ont été déja précisées [3] et qui permettent, 
dans une certaine mesure, d’éviter les influences saisonniéres. 
L’agent cancérigéne est représenté par une culture d’Agrobac- 
terium tumefaciens repiquée quarante-huit heures avant l’expé- 
rience, ce qui permet de disposer de bactéries trés vigoureuses 
se multiphant activement. 

L’inoculation se fait dans l’avant-dernier entre-nceud de la tige 
par 4 piqdres en croix, situées a la méme hauteur et aux extré- 
mités de deux diamétres perpendiculaires, en rechargeant l’aiguille 
aprés chaque piqtre. De cette fagon on obtient rapidement des 
tumeurs trés semblables entre elles quand on les compare sur 
une méme plante ou sur des plantes du méme lot d’expérience 
inoculées le méme jour et de la méme maniére. 

Les plantes ont été sacrifiées 4 partir du troisiéme mois, alors 
que la tumeur atteint son complet développement, et avant 
Vapparition de toute nécrose. 

Nous avons analysé 3 échantillons de tissu tumoral du Pelar- 
gonium zonale (T), 2 échantillons des tissus connexes aux 
tumeurs (Ct), 1 échantillon de tige totale portant les tumeurs (St), 
et 1 échantillon de tige totale ne portant pas les tumeurs (S). 

Avant d’aborder la recherche comparative des polyosides et 
des sucres simples, nous avons effectué un certain nombre d’ana- 
lyses qui nous ont renseignés sur : 

L’extrait sec ; 

Les cendres ; 

L’azote (Microkjeldahl) ; 

Le phosphore (méthode de Machebceuf et Delsal) [4]. 

Ainsi qu’on peut le voir sur le tableau I, la teneur en eau est 
légérement plus grande dans le tissu tumoral que dans le tissu 
connexe, lorsque la tumeur est prélevée avant sa dessiccation 
(échantillons du 10 juin 1949 et du 8 juillet 1949). 

On note une légére différence dans la teneur en cendres, en 
faveur du tissu tumoral, mais c’est surtout la teneur en azote et 
en phosphore qui est nettement plus élevée dans le tissu 
tumoral (T) que dans les tissus sains (Ct), (St) et (S). Ces 
résultats confirment ceux de Gosset et coll. [5]. / 

L’étude comparative des polyosides et des sucres simples 
comprenait les analyses suivantes : 

1° Détermination du pouvoir réducteur par la méthode de 
Hagedorn et Jensen [6], dans le tissu desséché a 100° apres 
hydrolyse, pendant quatre heures au_bain-marie bouillant en 
présence d’acide sulfurique 0,5 N. 

2° Dosage par la méthode de Hagedorn et Jensen [6] des oses 
libres extraits par l’alcool] a 80°. 
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3° Dosage de la cellulose d’aprés la méthode décrite dans Les 
Eléments de Chimie végétale, de N. Wattiez et F. Sternon, 1942, 
p. 401. 
4° Dosage de l’amidon d’aprés trois méthodes : colorimétrique 
de Paloheimo et Paloheimo [7]; gravimétrique, de H. A. Spoehr 
et H. W. Milner [8] et titrimétrique de G. Pucher et coll. [9]. 

5° Dosage des hémicelluloses d’aprés Anderson et Seigl [10]. 

6° Dosage des matiéres pectiques d’apres Anderson [44]. 

7° Analyse qualitative des oses constituants par chromato- 
graphie sur papier, d’aprés Partridge [412]. 

Nous décrirons ci-dessous la suite d’opérations effectuées en 
vue d’extraction et de dosage des oses libres, de l’amidon, des 
hémicelluloses et des matiéres pectiques (2°, 4°, 5° et 6°). 


I. TRAITEMENT PAR LE BENZENE ET L’ALCOOL cHAUDS. — 100 Aa 
150 g. de tissus frais découpés sont projetés dans 400 a 600 cm* 
d’un mélange a volume égal de benzéne et d’alcool bouillants. 
On laisse macérer les tissus pendant un temps assez long (deux 
mois). On décante. On séche les résidus dans le vide en présence 
d’anhydride phosphorique jusqu’a poids constant. On les pulvé- 
rise finement au moulin. 


II. Exrraction par L’atcoot a 80°. — On pése 8 g. de résidu 
sec provenant de l’opération précédente. On ajoute cinquante fois 
le poids d’alcool & 80°. On laisse macérer pendant quarante-huit 
heures. On décante. On ajoute vingt-cing fois le poids d’alcool. 
On laisse macérer pendant vingt-quatre heures. On décante. On 
répéte encore une fois la méme opération. On réunit toutes les 
solutions alcooliques, on évapore sous vide. On reprend par de 
eau. On dose les sucres dans un volume correspondant 4 5 mg. 
environ de tissu sec. 


III]. Exrraction PAR L’EAU FROIDE ET CHAUDE. — Les résidus 
d’extraction alcoolique sont séchés dans le vide, repris par dix 
fois leur poids d’eau froide, ensuite par dix fois leur poids d’eau 
chaude selon les indications de Klein [43]. Le produit est trituré 
avec un peu d’eau froide pour former une pate homogéne sans 
grumeaux. On fait tomber la pate dans dix fois son poids d’eau 
bouillante. On continue a faire bouillir pendant quelques minutes. 
On centrifuge. On lave deux fois 4 l’eau chaude. On améne A un 
volume déterminé. On y dose l’amidon (1). 


IV. ExTracTION PAR LA souDE a 4 p. 100. — Les résidus pro- 
venant de l’opération précédente sont extraits a deux reprises 


(1) Nous n’avons pas dosé les trés faibles quantités de matidres 
pectiques qui auraient pu étre extraites par ce traitement. 
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par de la soude a 4 p. 100. On centrifuge apres quarante-huit 
heures de contact, on lave les résidus avec une solution de soude 
a4 p. 100, ensuite avec de l’eau. On réunit les surnageants avec 
les eaux de lavage. On neutralise avec de l’acide chlorhydrique 
dilué de moitié. On précipite les hémicelluloses par 3 volumes 
@alcool. On recueille le précipité par centrifugation. On le lave 
a l’eau alcoolisée (1 : 3), ensuite A l’alcool et a l’éther, on séche 
dans un dessiccateur sous vide et on pése. 


V. ExrRacTION PAR L’ACIDE CHLORHYDRIQUE 0,05 N. — Les 
résidus provenant de l’opération précédente sont lavés avec de 
eau acidulée pour neutraliser la soude. On centrifuge. On 
ajoute de l’acide chlorhydrique 0,05 N. On chauffe deux heures 
au bain-marie bouillant. On centrifuge. On répéte la méme opé- 
ration. On lave les résidus avec de l’eau. Les extraits et les eaux 
de lavage sont neutralisés avec de l’ammoniaque, puis acidifiés 
avec de Jlacide acétique. On précipite les pectines A avec 
3 volumes d’alcool en présence d’une solution de chlorure de 
calcium a 10 p. 100. 


VI. ExTRACTION PAR L’AMMONIAQUE A 5 Pp. 1.000 — Les résidus 
provenant de l’opération précédente sont repris par de l’ammo- 
niaque a deux reprises (quarante-huit heures de contact chaque 
fois). Les extraits ammoniacaux réunis sont neutralisés et légé- 
rement acidifiés avec de l’acide acétique. 

On précipite les pectines B par 3 volumes d’alcool en présence 
d’une solution de chlorure de calcium 4 10 p. 100. Les préci- 
pités sont recueillis par centrifugation, lavés 4 l’alcool et a |’éther, 
séchés et pesés. 

Si l’on consulte le tableau I, on constate que la teneur en 
substances réductrices aprés hydrolyse (calculée en glucose) est 
sensiblement la méme dans les tissus tumoraux (T) et dans les 
tissus connexes (Ct), mais plus élevée dans les tissus sains (St) 
et (S). 

La teneur en cellulose est sensiblement la méme dans les 
quatre sortes de tissus étudiés (T, Ct, St et S). 

La teneur en oses libres (extraits par l’alcool a 80°) est lége- 
rement plus élevée dans le tissu tumoral que dans les tissus 
sains (St) et (S). oe 

Notons que le tissu tumoral est complétement privé d’amidon, 
alors que les tissus sains (St) et (S) en contiennent toujours, en 
quantités d’ailleurs assez variables. Les échantillons de tissus 
sains (St) et (S) du 8 juillet 1949 contenaient respectivement 
1,7 p. 100 et 2,9 p. 100 d’amidon, alors que d ‘autres échantillons 
du 13 février 1950 en contenaient dix fois moins. 

Ces résultats confirment l’observation citée au début de ce 
‘mémoire. 
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_On note également une différence entre le tissu tumoral et les 
lissus sains (St et S) en ce qui concerne la teneur en hémicellu- 
loses. Le tissu tumoral contient deux fois moins d’hémicellulose 
que les tissus sains (St et S). La teneur en pectines B est, par 
contre, plus élevée dans le tissu tumoral que dans les tissus sains. 
Si l’on rapporte la teneur en matiéres pectiques non au poids 
sec, mais a l’ensemble des glucides (dosés aprés hydrolyse pen- 
dant quatre heures au bain-marie bouillant du tissu desséché et 
exprimés en « glucose »), on constate que le tissu tumoral est 
relativement beaucoup plus riche en matiéres pectiques que les 
tissus sains (St) et (S). On a, en effet, pour le tissu tumoral le 
rapport 4,3/12 = 0,36, alors que pour les tissus sains (St) et 
(S) on obtient respectivement 3,5/19 = 0,18 et 3,2/29 = 0,11. 

Analyse qualitative par chromatographie sur papier des oses 
constituants des tissus T, Ct, St et S: 

Nous avons effectué V’analyse des oses dans : 

a) L’hydrolysat total ; 

b) L’extrait alcoolique (oses libres) ; 

c) Les extraits aqueux froids et chauds aprés hydrolyse. 

_ Pour analyser les oses dans les hydrolysats, nous avons opéré 
_d’aprés la technique de Partridge : neutralisation de l’hydrolysat 
avec une solution de baryte saturée jusqu’a pH = 4,5, centrifu- 
_ gation, concentration sous vide du liquide surnageant. Le liquide 
soumis a la chromatographie doit contenir au moins 1 p. 100 de 
chaque sucre. 

Au début de notre travail nous avons utilisé comme révélateurs 
du nitrate d’argent ammoniacal [414] et du résorcinol chlor- 
hydrique [45]. En recoupant les résultats obtenus avee les trois 
solvants suivants : phénol saturé d’eau, butanol-acide acétique, 
eau et collidine saturée d’eau, nous avons réussi a identifier 
dans les hydrolysats de fous les tissus étudiés les oses suivants : 

1° Acide uronique ; 

2° Glucose ; 

3° Fructose ; 

4° Xylose. 

L’arabinose et le fructose ayant les mémes RF dans tous les 
solvants étudiés, il n’a pas été possible d’identifier V’arabinose 
en présence du fructose. ' 
| C'est grace a l’emploi du phtalate d’aniline en solution dans 
} du butanol saturé d’eau, récemment proposé par Partridge [46] 
| comme révélateur des aldopentoses (teinte rouge) ct aldohexoses 
| (teinte marron), et ne donnant rien avec les cétoses, que nous 
| avons pu ajouter encore l’arabinose 4 la liste des oses consti- 
+) tuants citée ci-dessus. (Voir fig. 1.) 

1 Nous avons ensuite encore ajouté a cette liste les deux oses 
4 suivants : le rhamnose et le galactose. Le rhamnose se trouvant 
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en trés petites quantités, nous l’avons décelé en utilisant des 
solutions quatre fois plus concentrées que celles utilisées pour 


révéler les autres sucres. (Voir fig. 3.) 
C’est grace a l'emploi du solvant proposé par Jermyn et 


Isherwood [47] : 
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Fic. 14. — Chromatogramme n° 1. 1 et 8, solutions témoins. De bas en haut et 
sur la méme verticale : acide galacturonique ; glucose; xylose; arabinose; 
rhamnose; 2, hydrolysat du tissu T; 3, hydrolysat du tissu St; 4, hydro- 
lysat du tissu S ; 5, extrait alcoolique du tissu T; 6, extrait alcoolique du tissu 
St; 7, extrait alcoolique du tissu S. 


nous avons réussi 4 mettre en évidence le galactose présent en 
faible quantité a coté des grandes quantités de glucose. (Voir 
fig. 4.) 

En définitive, les oses suivants ont été mis en évidence dans les 
tissus tumoraux et sains : 


Ah 


ee ee 
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1° Acide uronique ; 

2° Galactose ; 

3° Glucose ; 

4° Fructose ; 

5° Arabinose ; 

6° Xylose ; 

7° Rhamnose. 

Dans les extraits alcooliques des tissus T et Ct (échantillons 


’ 


4 2 3 4 5 6 7 8 


fic. 2. — Chromatogramme n° 2. 1 & 8, comme sur la figure I. On distingue 
les taches de fructose a cété des taches de glucose dans les extraits alcoo- 
liques 5, 6 et 7. 


du 10 juin), nous avons identifié du glucose, du fructose, ainsi 
que du saccharose. Ce dernier sucre a été identifié grace 
}.a Vemploi du naphto-résorcinol trichloracétique [414], révélateur 
\\des cétoses et de biosides libérant le cétose par hydrolyse. 

| Cependant, les extraits alcooliques des tissus St et S, prélevés 
ile 8 juillet, ne contenaient que du glucose et du fructose, le 
\ksaccharose faisant défaut. 

| Notons que les extraits alcooliques étaient trés riches en 
itannins. Ces derniers donnaient des taches marron a froid avec 
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du nitrate d’argent ammoniacal. Pour éliminer les tannins, nous 
avons filtré les extraits alcooliques sur « déacidite ». 

Les extraits aqueux froids et chauds contenaient, aprés hydro- 
lyse, les mémes oses que les extraits alcooliques, c’est-a-dire du 
glucose et du fructose. 

Nous présentons ci-dessous quelques photographies de chroma- 
logrammes A titre d’exemples 

Le chromatogramme n° I (systéme ascendant, solvant phénol 


pik’ 
oe | 
. 
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1 2 3 4 5 6 i 8 


Excess Chromatogramme n° 3,1 et 8, solution témoin de rhamnose; 2, hydro- 
lysat du tissu T, LV vouttes; 3, hydrolysat du tissu T, IJ gouttes; 4, hydro- 
lysat du tissu St, IV gouttes; 5, hydrolysat du tissu St, Il gouttes ; 6, hydro- 
lysat du tissu 8, 1V gouttes ; 7, hydrolysat du tissu S, II gouttes. 


saturé d’eau, révélateur phtalate d’aniline) montre 4 taches pour 
les hydrolysats des tissus T, St et S, correspondant respecti- 
vement a l’acide uronique, au glucose, au xylose et a l’arabi- 
nose. La tache d’acide uronique était d’une teinte jaune saumon 
la tache de glucose d’une teinte marron et les taches de x lose 
et d’arabinose d’une teinte rouge. Bl 
_Dans les extraits alcooliques des trois sortes de tissus, on dis- 
tingue surtout la tache du glucose. 
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Des solutions témoins contenant le mélange de 5 sucres : acide 
uronique, glucose, arabinose, xylose et rhamnose dé, dsées 
i l’extréme gauche et a l’extréme droite sur le chromato ce 
permettent lidentification des sucres dans les solutions caapeee 


Fic. 4. — 4 et 8, solutions témoins. De bas en haut: acide galacturonique’; 


galactose; glucose ; arabinose ; xylose; rhamnose ; 2, hydrolysat du tissu T ; 


3, hydrolysat du tissu St ; 4, hydrolysat du tissu S; 5, extrait alcoolique du 
tissu T; 6, extrait alcoolique du tissu St ; 7, extrait alcoolique du tissu S. 


Le chromatogramme n° II différe du précédent par l’emploi de 
la benzidine comme révélateur a la place de phtalate d’aniline [48]. 
On distingue deux taches dans les extraits alcooliques : lune 
correspondant au glucose et l’autre au fructose, alors que le 
‘phtalate d’aniline n’a révélé qu’une tache, celle du glucose. 
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Dans le chromatogramme n° III (systeéme ascendant, solvant 
phénol) on peut distinguer dans les hydrolysats analysés, en 
plus des sucres énumérés ci-dessus, encore du rhamnose. 

Enfin, sur le chromatogramme, n° IV (systeme descendant a 
écoulement libre-solvant : acétate d’éthyle, pyridine, eau), on dis- 
tingue nettement la tache de galactose qui se trouve au-dessous 
de la tache de glucose. 

Notons en outre que nous avons vraisemblablement de l’acide 
aldobionique dans nos hydrolysats des tissus en plus des oses 
libres que nous avons identifiés. 

Voici le procédé utilisé pour séparer l’acide aldobionique éven- 
tuellement présent, sous forme de son sel de baryum. On 
chauffe une partie aliquote des hydrolysats des tissus avec un 
excés de carbonate de baryum. On filtre, on évapore a sec par 
distillation dans le vide. On reprend par de l’eau. On ajoute 
4 volumes d’alcool. Le précipité obtenu est séparé par centrifu- 
gation. On reprend par de l’eau. On centrifuge pour séparer ce 
qui est insoluble. On ajoute 4 volumes d’alcool au liquide sur- 
nageant. Le précipité est redissous dans de l’acide sulfurique N. 
On sépare le sulfate de baryum du liquide surnageant qui est 
fortement réducteur. 

Nous n’en avons pas encore identifié les constituants. 

En somme, l’analyse des oses ne nous a pas permis de déceler 
des différences qualitatives entre le tissu tumoral et les tissus 
sains, mais un simple examen des chromatogrammes montre des 
différences notables dans les proportions des divers oses contenus 
dans le tissu tumoral et dans les tissus sains. Nous nous pro- 
posons d’effectuer une analyse quantitative de chaque ose par la 
méthode que l’un de nous a récemment publiée [419]. Ceci fera 
Vobjet d’un autre mémoire 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


L’étude comparative des tissus tumoraux et des tissus sains 

chez Pelargonium zonale infecté expérimentalement par Agro- 
bacterium tumefaciens a révélé des différences : 
_ 1° Les tissus tumoraux sont plus riches en N et en P que les 
lssus sains. Ces tissus sains comprennent soit la totalité des tiges 
portant les tumeurs, soit la totalité des tiges sans tumeurs, soit 
les tissus connexes a des tumeurs. 

2° \L’amidon, méme s’il est abondant dans les tissus sains, est 
absent des tissus tumoraux. 

3° Les tissus tumoraux sont plus pauvres en hémicelluloses 
que les tissus sains (tiges totales). 

4° Les tissus tumoraux sont relativement plus riches en 
matieres pectiques que les tissus sains (tiges totales). 


= 
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5° Les oses libres (ou combinés) sont les mémes dans les 
tumeurs que dans les tissus sains : glucose, fructose, arabinose, 
xylose, galactose, rhamnose et acide uronique. Les proportions 
différent si l’on compare les tumeurs avec les tiges totales et les 


tissus connexes. 
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RECHERCHES SUR LA GELIFICATION DES PROTEINES 
ETUDES SUR LA CASEINE 


par Covetre MAGIS. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Chimie biologique 
[Prof. MacHEesoeur].) 


Récemment, Barbu et Machebceuf ont fait une série d'études 
sur la gélification des protéines du sérum sanguin sous VP influence 
des acides, des bases et des alcools 4 diverses temperatures 
‘4, 2, 3}. Il nous a paru intéressant de chercher dans quelle mesure 
les faits observés sont généralisables a des protéines d autres ori- 
gines et nous avons tout d’abord envisagé le cas de la _caséine. 
Certains aspects des diagrammes des protéines sériques se 
retrouvent pour la caséine, mais les phénoménes différent sur 
de nombreux points, et ceci confirme Jes conclusions de Barbu 
et Machebceuf sur l'utilisation possible des diagrammes de géli- 
fication pour la caractérisation des types protéiques. 

Les caractéres communs aux diagrammes des globulines 
sériques et a celui de la caséine sont : 

1° Une floculation irréversible en milieu trés fortement acide 
(ph < 1). 

2° Une gélification entre pH 1 et pH 3 lorsque la concentration en 
protéine est suffisante. 

3° Une précipitation dans une zone de pH entourant I’iso- 
électrique. 

4° Une gélification a frvid en milieu trés alcalin lorsque la 
concentration protéique est suffisante. 

5° Les gels de caséine formés par la soude en milieu trés alcalin 
se liquéfient spontanément a la température ordinaire aprés un 
certain temps. 

Les principales différences entre caséine et protéine sérique 
sont : 

1° La géhification en milieu trés alcalin ne se produit dans le cas 
de la caséine que pour une alcalinité trés supérieure a celle qui 
produit la gélification des globulines ou des albumines du sérum. 

2° Le chauffage d’une solution qui ne s’est pas eélifiée a la 
température ordinaire ne produit jamais une gélification dans le 


cas de la caséine, tandis que pour les protéines sériques, ce fait 
2. x 
s’observe dans de trés nombreux cas. 
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3° Les gels de caséine formés a la température ordinaire, tant 
en milieu acide (pH entre 1 et 3) qu’en milieu alcalin (soude ou 
ammoniaque 2M), se liquéfient aisément par chauffage, tandis que 
la liquéfaction pour les gels de protéines sériques n’est obtenue 
que pour certains pH et seulement a haute température. 


PROTOCOLE DES EXPERIENCES. 


PREPARATION DE LA CASEINE. — La caséine fut préparée par la 
méthode de Van Slyke et Barker [4], de facon a débarrasser 
autant que possible la caséine du calcium qui la souille généra- 
lement. Le lait écrémé est acidifié jusqu’a pH 5,5 par un mélange 
d’acides acétique et chlorhydrique (utilisés en solutions normales). 
On laisse le lait 4 ce pH pendant quatre heures, puis on acidifie 
a pH 4,6 (iso-électrique de la caséine). La caséine précipite et, 
grace au séjour prolongé qu’elle a subi 4 pH 5,5, les ions Ca 
| ne Vaccompagnent pas dans sa précipitation. Le précipité est 
_lavé par de J’eau distillée, puis par de l’alcool A 96°, puis par 
_ de Valcool absolu, puis par de l’éther anhydre. Tous ces traite- 
|} ments par ces solvants sont effectués a température inférieure A 
|} —10° C afin de minimiser Ja dénaturation de Ja protéine. On 
| obtient ainsi une poudre blanche délipidée, contenant tout au plus 
0,05 p. 100 de calcium. Elle se dissout bien dans ]’eau, a condition 
d’ajouter un peu de soude ou d’ammoniaque pour neutraliser. Les 
solutions obtenues sont limpides et présentent un reflet bleuté. 
Voici la technique qui nous permet d’obtenir des solutions trés 
concentrées et a peu prés neutres : 20 g. de caséine séche 
sont additionnés d’une cinquantaine de millilitres d’eau, de 
} facon a former une pate épaisse. On laisse en contact pendant 
| cing ou six heures ; la caséine gonfle. On ajoute ensuite de l’am- 
moniaque en solution M/20 lentement, en agitant jusqu’a disso- 
lution a peu prés totale. On laisse reposer, puis on centrifuge une 
atite fraction non dissoute. On peut ainsi obtenir des solutions 
| lumpides contenant jusqu’aé 20 p. 100 de caséine et n’ayant pas un 
| pH supérieur a 7,5. 
| Le diagramme ci-contre fut tracé d’aprés les résultats d’expé- 
| riences effectuées comme celles de Barbu et Machebceuf dans le 
cas des protéines sériques [2]. Dans une série de 20 tubes, on 
| place 4 ml. d’une solution de caséine 4 20 p. 100 a pl 7,5 dans 
| chaque tube on ajoute une quantité différente de solution d ammo- 
| niaque ou d’acide chlorhydrique, puis on complete le volume A 
| 8 ml. On mesure le pH (électrode de verre). Dans les mélanges 
dont la teneur en base ou en acide est trés élevée, on se contente 
| d’indiquer sur le diagramme les molarités en acide ou en base. 


I a - . < i Aes 
| On préléve ensuite deux échantillons de 2 ml. de chacun des 
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mélanges et on les place dans des ampoules en verre neutre que 
l’on scelle a la flamme. Une des ampoules est conservée a la 
température ambiante, tandis que l’autre sert a observer 
Vinfluence des températures plus élevées. Pour cela, l’ampoule 
est plongée dans un bain-marie 4 30° C pendant dix minutes, puts 
refroidie dans de l’eau courante. On observe l’aspect avant et 
apres refroidissement, puis on plonge l’ampoule dans un bain- 


marie 4 40° C pendant dix minutes. On refroidit 4 nouveau pour » 


observer l’état aprés refroidissement. On plonge ainsi chaque 
ampoule pendant dix minutes dans une série de bains-marie dont 
les températures sont échelonnées de 10 en 10 degrés jusqu’a 
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100° C. On marque sur le diagramme un point lorsque l’on observe 
un changement d’aspect du mélange : gélification, liquéfaction, 
coagulation, précipitation ou apparition d’un trouble. Les abscisses 
correspondent aux pH; les ordonnées aux températures des bain< - 
marie. On rejoint par des traits épais les points correspondant a 
un méme changement d’aspect aprés refroidissement, de facon a 
délimiter les surfaces correspondant aux divers aspects aprés 
refroidissement. On indique par des lignes en traits interrompus 
les changements d’aspect a chaud réversibles par refroidissement 
(fusion du gel). 

Les surfaces correspondant a des gels stables A froid sont 
hachurées par de fins traits horizontaux. 

Les surfaces correspondant a des coagulums ou des précipités 
sont hachurées doublement par des traits obliques se croisant. 
Les surfaces correspondant a des précipités sont parsemées de 
petites croix. Les surfaces correspondant A des liquides opa- 


ee eee 
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_lescents ou troubles sont indiquées par des pointillés d’autant 
plus abondants que le trouble est plus fort. 

Nous désignons les diverses zones du diaphragme par les mémes 
lettres qu’employérent Barbu et Machebceuf pour les protéines 
du sérum, Mais comme la caséine est presque insoluble a son 
pH iso-électrique, la zone L, se trouve coupée en deux parties 
|, que nous désignons par IL, et L’,. 
| Notre diagramme (caséine) et ceux de Barbu et Machebceuf 
_(globulines sériques) ont des similitudes trés grandes, mais une 
différence nette résulte du fait que I’élévation de la température 
fait élargir les zones de gélification des globulines, tandis qu’elle 
les rétrécit pour la caséine. 

_ En outre, la zone de gel alcalin G, est située en milieu beaucoup 
| plus riche en alcali dans le cas de la caséine. 

| Bien plus, lorsque ]’on opére la mise en solution de la caséine, 
| puis l’alcalinisation par de la soude au lieu d’ammoniaque, on 
| n’observe jamais, en milieu alcalin, la formation de gels stables. 
| Le mélange ne gélifie que lorsqu’il contient de la soude A trés 
|haute concentration (> 3M), le gel est opaque et ne persiste pas 
| longtemps, méme a la température ordinaire. 

| Enfin, lorsque la dissolution initiale de la caséine est effectuée 
par de la soude au lieu d’ammoniaque, la présence des ions 
‘sodium dans le mélange suffit A rendre opaques les gels acides 
\((pH entre 1 et 3) qui, dans le cas de l’ammoniaque, sont limpides 
Ket transparents. 

L’influence des ions Ca++ est encore plus grande que celle des 


ksolution de caséine a pH 7,5, le mélange devient opalescent, inéme 
pour des quantités trés minimes de calcium (M/150). 'L’opalescence 
croit avec la proportion de calcium jusqu’a M/80 puis, lorsque la 
concentration atteint M/60 environ, le mélange forme un caillot 
kopaque blanc, méme si la teneur en caséine est seulement de 
\Yordre de 6 p. 100. Pour des concentrations en Ca supérieures 
84 M/30, on observe un coagulum qui se sépare lentement d’un 
liquide limpide. La précipitation de la caséine ne résulte pas 
{id’une acidification, car l’addition de chlorure de calcium ne 
provoque pas de baisse notable du pH (1). 

| D’autre part, si l’on acidifie une solution de caséine contenant 
idu calcium A concentration voisine de celle du lait (M/150 environ), 
fon ne voit pas la formation d’un caillot homogéne comme pour 
Hle lait, mais un précipité fin. I] en est de méme si l’on chauffe 
lsans l’acidifier la solution de caséine et de calcium a pH 7,5. 


| (1) Tl ne s’agit donc pas d’un phénoméne d’acidification analogue ad 
icelui que Viscontini et Macheboeuf ont observé lorsqu’ils ajoutérent du 


sulfate de cuivre A une solution de protéine [5]. 
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Le diagramme de gélification obtenu par de la caséine a la 
concentration de 10 p. “100 en faisant varier le pH et la température 
présente des analogies avec ceux fournis par les globulines du 
sérum sanguin [2], mais on constate des différences “importantes : 
1° La oélification en milieu trés alcalin fournit des gels stables 
seulement lorsque l’alcali est ?ammoniaque. 2° Les domaines de 
pH ou se produit la gélification diminuent lorsque la température 
s’éléve, contrairement. a ce qui a lieu pour les sérums globulines. 
3° Les gels de caséine peuvent tous étre facilement liquéfiés pdr 
chautffage. 4° Si les sels de calcium sont introduits, méme A trés 
faible dose, dans la solution de caséine, le diagramme est boule- 
versé. 

Ceci confirme que le diagramme de gélification peut étre une 
caractéristique utile de chaque type protéique. 
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ETUDE DU METABOLISME 
D’'UN MUTANT D’ESCHERICHIA COLI 
‘ RESISTANT ” A L’AZOTURE DE SODIUM 


par M™’ GRUNBERG-MANAGO 


(Institut de Biologie physico-chimique, 
Service du Professeur E. Avupet.) 


Malgré de nombreux travaux, le mécanisme de l’action de 
Vazoture de sodium sur les micro-organismes et, en particulier, 
sur Escherichia coli, est encore mal connu. Spiegelman [6], 
Clifton [3], Winzler [7] entre autres, ont montré que l’azoture 
de sodium empéche l’assimilation et les synthéses. Mais Aubel, 
Grunberg-Manago et Szulmajster [4] ont fait remarquer que cet 


| inhibiteur ne s’oppose pas a toutes les synthéses : dans les condi- 


tions expérimentales ot ils ont opéré, l’azoture de sodium favo- 
rise, par exemple, la fixation de l’anhydride carbonique sur les 
corps en C, et en C, au lieu de l’inhiber. 

Ceci nous a amenée a étudier l’action de l’azoture de sodium 
sur l’assimilation chez E. coli et, tout d’abord, son action sur 
la croissance de cette bactérie en aérobiose et anaérobiose. 


TECHNIQUES. 


Souches. — Nous avons étudié deux souches de E. coli : 

1° La souche M du service de Physiologie microbienne de 
l'Institut Pasteur, qui a les caractéristiques spécifiques de FE. coli : 
les batonnets ont de 2 a 4 » de long, 0,5 » de large, ils sont 
tres mobiles, ne forment pas de spores et ne prennent pas Ja 
coloration de Gram. Ils dégradent le glucose en donnant des 
acides et des gaz et n’attaquent pas le citrate. Ils produisent de 
l’indol, caractérisé, sur une culture de sept jours, par la réaction 
d’Ehrlich et par le nitrite de potasse sulfurique. Ils donnent un 
test positif avec le rouge de méthyle. 

Les colonies qu’ils forment sur gélose seront décrites plus join. 

2° La souche A «r », résistante a l’azoture de sodium, que nous 


| avons isolée et que nous décrirons également plus loin. 
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Milieux. — La composition du milieu employé au cours de nos 
expériences est généralement (1) la suivante : 
(Ue ES Sao > co ooo rec pon Op Oc 10 g 
Peptone bactériologique Byla. ..-..+-+++-:> 40 g. 
Phosphate bipotassique. -..- +--+ +++ +e 2g. : 
Bat distillGemeece «eee. te en ecm re cire r-titanrer nce O.S-. 4.000%em*. 


On ajoute 30 g. de gélose pour obtenir un milieu solide. 

Les souches étaient conservées a la glaciére, sur gélose inclinée ; 
le milieu employé avait la méme composition que ci-dessus, mais 
eau était remplacée par de J’extrait de viande de boeuf. Pour 
maintenir la souche A « r », on ajoute, en plus, au milieu de 
l’azoture de sodium (concentration M/350). 

Mode opératoire. — Les expériences sont faites 4 37°. Il est 
important d’ensemencer avec des cellules jeunes et toujours du 
méme age. On ensemence donc toujours a partir de cultures de 
seize heures, en milieu liquide. Dans les expériences sur milieu 
liquide, on ensemence largement avec 2 cm* pour 100 cm* de 
milieu. Dans les expériences sur milieu solide, on ensemence avec 
II gouttes de culture aprés dilution convenable. 

La croissance des cultures en milieu liquide est généralement 
évaluée par la mesure de la densité optique a 1’électrophotométre 
de Meunier, avec écran bleu et en lumiére verticale. Nos chiffres 
sont exprimés en graduations du tambour. Cent divisions corres- 
pondent a une densité optique de 0,36. Pour étre dans de bonnes 
conditions de dilution, on préléve 2 cm? de culture, qu’on com- 
pléte 4 5 cm® avec de l’eau distillée : le nombre des graduations 
du tambour est alors proportionnel a la concentration de la 
suspension bactérienne. D’autre part, on sait que, pour E. coli, 
le rapport entre les graduations du tambour et le poids de 
substance séche ne varie pas sensiblement au cours de la crois- 
sance (cf. Monod) [5]. Pour les souches A « r » et M, 100 divi- 
sions du tambour correspondent approximativement A un poids 
sec de 22 mg. pour 100 cm?. 

Cependant, pour compter le nombre des générations cellu- 
laires dans les cultures de E. coli en milieu liquide, nous avons, 
en plus, recours 4 une autre méthode : étalement de la culture 
aprés dilution convenable, a intervalles de temps déterminés, 
sur milieu gélosé en boite de Petri. 

Nous évaluons la taille des colonies en boite de Petri en mesu- 
rant les diamétres des ombres des colonies projetées sur un 


(1) Pourtant, dans un certain nombre d’expériences, indiquées dans 
le texte, le glucose est remplacé par le pyruvate de sodium: 40 g. 


pour 1.000 cm’. Le pyruvate est stérilisé séparément j i 
lement au milieu de culture. P » a ee 
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écran, selon la technique indiquée par B. Ephrussi et ses colla- 
borateurs [4]. Les colonies sont agrandies trois fois. Les com- 
paraisons ne sont faites qu’en boite de Petri dont Jes colonies 
sont en nombres sensiblement égaux, 40 environ par boite conte- 
nant 30 cm* de milieu. 

Les conditions de nos expériences avec les bactéries non proli- 
férantes, la préparation de la suspension bactérienne et les tech- 
_ niques de dosage des différents produits du métabolisme ont été 
_ exposées dans un précédent mémoire (Aubel, Grunberg-Manago, 
Szulmajster [4]). Le dosage des acides volatils est contrélé par 
une technique supplémentaire (technique de Duclaux). 

_ Nous attirons l’attention sur le fait que seule une standardi- 
| sation stricte des conditions expérimentales permet d’avoir des 
_bilans relativement constants. 


Expériences. 


I. — MIsE EN EVIDENCE D’UN MUTANT 
RESISTANT A L’ACTION DE L’AZOTURE DE sopIum (N,Na). 


A. ACTION DE L’AZOTURE DE SODIUM SUR LA CROISSANCE DE 

« E. cotr » (M). Soucne A «1» RESISTANTE A L’AZOTURE DE 
sopIum. — Quand on ensemence 100 cm* de milieu peptoné glu- 
cosé (v. tech.) contenant de l’azoture de sodium (M/700 conc.) 
avec 2 cm* d’une culture de FE. coli, souche M (correspondant 
a environ 500 y de poids sec), il ne se produit aucune croissance, 
ni en anaérobiose (2), ni en aérobiose [voir fig. I, courbes I b et 
} II 6]. En revanche, lorsqu’on n’ajoute pas d’azoture de sodium 
au milieu, les autres conditions restant les mémes, la croissance se 
produit déja deux heures aprés l’ensemencement (fig. 1, cour- 
) bes I a et II a). Lorsqu’on remplace, dans le milieu de culture, 
le glucose par le pyruvate, on obtient exactement les mémes 
| résultats (fig. 1, courbes III a et b). 
| Mais les bactéries qui étaient en contact avec l’azoture, repi- 
| quées sur milieu sans inhibiteur, se développent trés bien. 
Nous avons alors recherché si la présence de l’azoture de 
} sodium dans le milieu de culture de la souche M ne pouvait 
} pas conduire & une modification de celle-ci. 
| Nous avons, pour cela, ensemencé, comme précédemment, 
|. E. coli sur un milieu contenant de |’azoture. Au bout de vingt- 
quatre heures, nous avons repiqué, avec 0,5 cm*® de ce milieu, 
15 cm? de milieu contenant également l’inhibiteur (M/700). L’expé- 
rience était faite en anaérobiose. On a ensemencé ainsi 5 tubes 


| (2) L’anaérobiose est assurée par passage d’azote débarrassé de traces 
‘\ dVoxygéne. 
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qu'on a laissés quatre jours a 37°, Dans Yun d’entre eux, on a 
observé une légére culture, avec 0,5 cm* de laquelle on a repique 
5 em® de milieu contenant l’azoture, en aérobiose et anaérobiose. 
Comme le montrent les mesures d’opacité, il s’est produit une 
croissance de E. coli en présence d’azoture de sodium (M/700), 


OPACITE INITIALE OPACITE — 

apres 16 heures apres 
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ce qui correspond environ a un poids sec de 20 mg. pour 100 cm*. 
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Temps en heures. 
Fic. 1. — I. Aérobiose: a, courbe de croissance de E. coli (souche M) sur milieu 


sans inhibiteur (substrat glucose) ; b, courbe de croissance de E. coli (sou- 
che M) sur milieu (substrat glucose) avec azoture de Na M/700. — II. Anaéro- 
biose : a, courbe de croissance de E. coli (souche M) sur milieu sans inhi- 
biteur ; b, courbe de croissance de E. coli (souche M) sur milieu avec azoture 
de Na M/700. — IIL. Aérobiose (substrat pyruvate) : a, courbe de croissance 
de H. coli (souche M) sur milieu sans inhibiteur; b, courbe de croissance de 
E. coli (souche M) sur milieu avec azoture de Na M/700. 


Nous avons fait un troisiéme passage, mais, cette fois, en 
augmentant la concentration d’azoture jusqu’é M/350. 


OPACITE {NITIALE OPACITE SS 

16 heures aprés 
AETODIOSS eat ooh 5 kee 50 432 
ANACrODIOSC uals) Seen 50 128 


On appelle A « r » celte souche de FE. coli capable de pousser 


ns 
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, > be 
en présence d azoture de sodium. Aprés avoir constaté que les 
résultats sont les mémes en aérobiose et anaéroblose, nous avons 
_ fait la plupart de nos expériences en aérobiose seulement. 
| Si on repique, avec 2 cm* de la culture de A « r », 100 cm? 
a ; : ; : 
| de milieu contenant Vazoture de sodium M/350, il se produit une 
| croissance représentée par les courbes I et II, fig. 2; elle nc 
| varie pas, quel que soit le nombre de passages que subit A « r » 
sur le milieu contenant |’azoture. 
A «r » prolifére aussi bien si on remplace le glucose par le 
pyruvate. 


> 
D’antre part, on peut augmenter encore la concentration en 


300 


Big. 2. —C.M., courbe de croissance de E. coli (souche M) sur Je milieu + azoture 
de Na M/300; A”’r”’, courbe de croissance de ZL. coli (souche A”r”) sur le 
milieu + azoture de Na M/300 ; A”’r’ 19, courbe de croissance sur le 
milieu + azoture de Na M/300, de E£. coli (souche A”r’’) ayant subi 19 passages 
sur milieu normal ; A”r”’37, courbe de croissance sur le milieu + azoture 
de Na M/300. de EZ. coli (souche A’'r’) ayant subi 37 passages sur milieu normal. 


‘bazoture de sodium. A « r » pousse sur un milieu contenant de 
WVazoture de sodium dans les concentrations finales suivanies : 
#M/300, M/200, M/100. La croissance est ralentie lorsqu’on aug- 
mente la concentration jusqu’a M/50 et ne se produit plus lorsque 
Nia concentration en azoture de sodium atteint M/25. Mais, a ces 
}-oncentrations, l’effet toxique est probablement da a une trop 
forte concentration en sels du milieu et non pas a une action spé- 
ycifique de Vinhibiteur. 

| Les bactéries de la souche A « r » présentent au microscope 
un aspect identique a celles de la souche M. Elles ne forment 
‘)oas de spores et sont Gram-négatives. Elles produisent égale- 
-\ment des acides et des gaz a partir du glucose, n’attaquent pas 
ke citrate et le test de production d’indol ainsi que celui du 
‘ouge de méthyle sont positifs. La souche A « r » présente donc 
‘}es caractéristiques spécifiques de E. coli. 
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B. Erupe DES COLONIES SUR MILIEU soLiDE. — 1° Milieu normal. 
— L’aspect des colonies de la souche M et de la souche A « r » 
sur milieu solide sans inhibiteur est trés différent. 

Les colonies de la souche M sont en majorité assez opaques, 
blanches, circulaires, avec une surface lisse et un contour régu- 
lier (3) [fig. 8, photo a]. 

Celles de la souche A « r » sont plus transparentes, jaunatres, 
circulaires, avec une surface rugueuse et un contour trés irrégu- 
lier, leur bord étant dentelé [fig. 3, photo }} (4). 

La taille des colonies de ces deux souches est également trés 


a b 


Fic, 3. —a, colonies de la souche M agées de 48 heure; 
b, colonies de la souche A”r' agées de 48 heures; respectivement X 13. 


différente : quarante-huit heures aprés l’ensemencement, les 
moyennes des diamétres sont nettement différentes : 1,7 mm. pour 
les colonies de la souche M (la taille des diamétres étant com- 
prise entre 1 mm. et 2,6 mm.), 3 mm. pour les colonies de la 


souche A « r » (taille des diamétres comprise entre 2,6 mm. et 
5 mm.), 


(3) Il faut noter toutefois la présence, dans les cultures de fa 
souche M, d’un petit nombre de colonies phénotypiquement diffé- 
rentes des colonies décrites ; leur taille est la méme, mais les unes 
ont un contour irrégulier, les autres une teinte plus jaundtre. Nous 
avons isolé quelques-unes de ces colonies et nous les avons repiquées 
sur un milieu contenant de l’azoture de sodium, mais sans jamais 
obtenir de croissance. 

(4) Les photos ont été faites par M. J. Dragesco, attaché de 
recherches au C. N. R. S., que nous sommes heureux de remercier ici. 


thet 
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2° Milieu + azoture de sodium (M/350). — L’aspect et la taille 
des colonies de la souche A « r » différent quand on ajoute au 
milieu de l’azoture de sodium. Les colonies deviennent assez 
transparentes et sont, toutes, jJaunatres, avec une surface lisse, 
un contour régulier. Leur taille différe suivant les concentrations 
en azoture. Plus la concentration est forte, plus le diamétre est 
petit. Quand la concentration est M/300, la moyenne des diamétres 
est 1,65 mm. (diamétres compris entre 1 mm. et 2,6 mm.). Quand 
la concentration est M/100, la moyenne des diamétres est 1,3 mm. 
(ceux-ci étant compris entre 0,7 mm. et 2 mm.). 


C. ETuDE DE LA STABILITE DE LA soucnE A « r ». — Le caractére 
« résistance a l’azoture de sodium » de la souche A « r » persiste- 
t-il au cours des générations cellulaires successives ? Nous avons 
suivi la croissance de la souche A « r » sur le milieu M/350 
en azoture de sodium aprés des nombres croissants de passages 
en milieu liquide sans azoture. 

Les passages sur milieu normal ont été faits en repiquant, 
toutes les vingt-quatre heures, avec X gouttes de la culture, A «r» 
en aérobiose, dans des tubes contenant 5 cm® de milieu sans azo- 
ture. 


Dans ces conditions, il se produit, 4 37°, environ six géné- 


‘rations en vingt-quatre heures. (Pour ces déterminations, nous 


avons utilisé les techniques d’étalement sur boite de Petri et de 
mesure des densités optiques. Les deux méthodes nous ont donné 
des résultats concordants.) 

Quand on ensemence 100 cm* de milieu M/350 en azoture avec 
2 cm* d’une culture de A « r » repiquée dix-neuf fois en milieu 
normal, on obtient la méme courbe de croissance que celle de 
Ja souche A «r », maintenue constamment sur azoture de sodium 
[courbes I, fig. 2] (5). Aprés 36 passages sur milieu normal, ce 
qui correspond a 216 générations, la courbe de croissance de 
A «r » reste la méme que celle de la souche qui n’a pas passé 
sur milieu normal (fig. 2, courbes II). Le caractére « résistance 
a l’azoture » s’est donc maintenu pendant 216 générations. D’autre 
part, l’aspect des colonies, sur milieu solide sans azoture, de la 
souche A « r » apres 36 passages sur milieu normal, est identique 
a celui de la souche A « r » n’ayant pas passé sur milieu normal. 
Jaunatres, circulaires, avec une surface rugueuse et un contour 
trés irrégulier, elles sont trés différentes des colonies de la 
souche M. 

On peut conclure, de l’ensemble des expériences, que le carac- 
tére « résistance a l’azoture » et Vaspect caractéristique des 
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pox: : sont maintenus 
colonies sur gélose de la souche A «r » se t 


pendant 216 générations cellulaires. Par conséquent, la souche~ 


A «r » est un type cellulaire stable qui posséde les caractéris- 
liques spécifiques de E. coli. Elle serait donc le résultat d’une 
mutation. 

Nous avons isolé un micro-organisme dont l’assimilation n’est 
pas inhibée par l’azoture de sodium. Aussi nous a-t-il paru trés 
intéressant d’étudier le métabolisme de ce mutant. 


Il. — EvupE pU METABOLISME DE LA soucHE A «Tr » 
EN PRESENCE ET EN ABSENCE D’AZOTURE DE SODIUM. 


Nous avons comparé le métabolisme de la souche A « r » en 
présence et en absence d’azoture avec celui de la souche M 
placée dans les mémes conditions. Sachant que l’azoture de 
sodium a une action trés nette sur le métabolisme de la souche M 
de E. coli, nous pouvions espérer qu’une étude paralléle du méta- 
bolisme des deux souches nous aiderait & comprendre le méca- 
nisme d'action de cet inhibiteur sur E. colli. 

Nous rappellerons d’abord briévement, avant de donner nos 
résultats, l’action de l’azoture sur le métabolisme de la souche M. 


fin aérobiose et en présence d’azoture, la consommation d’oxygéne 
de la suspension non proliférante de E. coli (M) augmente. La mesure 
des QR montre qu’elle est due a la combustion compléte du substrat. 
Le QR devient, en effet, égal a l’unité aprés quatre-vingt-dix minutes 
en présence d’azoture, tandis que celui du témoin, glucose seul, reste 
toujours inférieur (Aubel, Szuimajster [2]). D’autre part, aussi bien 
en aérobiose qu’en anaérobiose, il se produit, en présence d’azoture, 
une accumulation de corps en C, a partir du glucose. De plus, l’azoture 
inhibe la fermentation du pyruvate par LE. coli. 

Par contre, il n’agit ni sur les déshydrogénases, ni sur la phospho- 
rylation, ni sur la déphosphorylation. La fixation de CO, en anaéro- 
biose n’est pas inhibée non plus par l’azoture de sodium (Aubel, 
Grunberg-Manago, Szulmajster [4]). 


Toutes nos expériences avec les souches A « r » et M ont 
clé faites avec des suspensions de bactéries non proliférantes, 
dans un tampon de phosphate pH 6,8. 

L’action de l’azoture de sodium sur la consommation d’oxygene 
par la souche A « r » est analogue a celle qu’on observe avec 
la souche M (voir tabl. I). Le QR en présence de glucose (M/90) 
apres quatre-vingt-dix minutes est 0,8; en présence de glucose 
et d’azoture, il est 0,98. Il se produit donc, avec une suspension 
non proliférante de la souche A.« r », une combustion complete 
du substrat en présence d’azoture. II faut remarquer la différence 
entre le comportement des bactéries en suspension non prolifé- 
rantes et celui des bactéries en cultures. Dans le premier cas, 
l’azoture favorise la combustion du substrat et empéche toute 


ESCHERICHIA COLI « RESISTANT » A L’AZOTURE DE SODIUM 85 


TABLEAU J. 


4 cm* suspension bactérienne dans tampon phosphate M/18, pH 6,8 (3 mg 
poids sec). fi 

4 cm® glucose (M/90 concentration finale). 

0,5 N3Na (concentration finale M/800). 

0,2 HONa 10 p. 100. 


Q0, QO, AUGMENTATION 
sans azoture avec azoture p- 100 


SOUCHES 


424 27 
154 31 


synthése a l’air, quelle que soit la souche. Au contraire, dans 
le deuxiéme cas, son action différe suivant la souche, il inhibe 
Vassimilation de E. coli (M) et n’empéche pas celle du mutant. 
L’augmentation du QR en présence d’azoture, avec ‘des suspen- 
sions bactériennes, ne signifie donc pas obligatoirement que 1’azo- 
ture inhibe toute assimilation. 

Par contre, lorsqu’il n’y a pas épuisement de substrat, |’azoture 
de sodium a, suivant la souche, une action différente sur la dégra- 
dation du glucose a lair (tabl. II). Le métabolisme de la souche 


TasLeau II. — Action des souches M et A”r’ de £. Coli sur le glucose 
en aérobiose, en présence ou en absence d’azoture de sodium. 


Moyenne de 3 expériences. 
Concentration en glucose 0,02M. 

Concentration en azoture de sodium 0,003M. 

Tous les chiffres sont calculés en pour 100 de carbone. 


SANS AZOTURE AVEC AZOTURE 


PRODUITS FORMES 
calculés pour 100 mg. 
de G du glucose disparu Souche M Souche A”r” Souche M Souche A”r” § 


Acide succinique.... 


Acide lactique 

Acide pyruvique .... 
Alcool 

Acide acétique 

Acide formique 
Anhydride carbonique. . 


Carbone retrouvé.. . 


: , ’ AK 
| A « r » ne varie pas en présence ou en absence d’azoture de 
‘sodium ; l’accumulation d’acide pyruvique, caractéristique de la 

présence d’azoture chez la souche M, ne se produit pas. Les deux 
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souches montrent également une différence en absence d’inhibi- 
teur : la quantité de corps en C, formés est légérement plus forte 
avec la souche A «r ». En revanche, les pourcentages de corps 
en ©, et C, sont les mémes avec les deux souches, On retrouve 
dans tous les cas : en absence ou en présence d’inhibiteur, la 
quantité théorique (6) de corps en ©, par rapport aux corps 
en C,. Il n’y a donc, en aérobiose, aucune synthése par fixation 
de CO,, quelle que soit la souche. 

C’est en anaérobiose que la différence de métabolisme entre 
les deux souches se manifeste particuliérement (v. tabl. II). La 


Tasieau IlI.— Action des souches M et A’r” de £. Coli sur le glucose 
en anaérobiose, en présence ou en absence d’azoture de sodium. 


Moyenne de 7 expériences. 

Concentration en glucose 0,02M. 

Concentration en azoture de sodium 0,003 M. 

Tous les chiffres sont calculés en pour 100 de carbone. 


PRODUITS FOKMES SANS AZOTURE AVEC AZOTURE 
calculés 

pour 100mg. de C = 

du glucose disparu Souche M Souche A”r” Seucoen Souche Aura 


Acide succinique | 4,9 42 Traces 0 

Acide lactique —. |22,,6 10,3 61 32,6 

Acide pyruvique .| 1,7 Ly 4,59 0,8 

Alcool . . . . [19,8 ) 55,9 _ 15,2) §3,2 9,8) 37 12,3 ) 43,2 
Acide acélique . . se 1 t ee ARS go aee 97'9 | y= 18,5 30,9 t = 24, 
Acide formique. .| 1,97 2 , 0 4,36 40,08 a 
Anhydride carbouique. [10,82 12,719 7,18 7,45 4554 2,87) 14537 { 11,45 
Carbone retrouvé.|97,8 84,5 105,4 88 


quantité d’acide succinique formée a partir du glucose en absence ~ 
d’azoture est 2,5 fois plus forte avec Ja souche A «r ». Par contre, © 
Jes corps en C, et C, sont diminués de moitié environ. La quantité 
des corps en C, formés, par rapport & la quantité théorique est 
done plus faible avec la souche A « r » (27 p. 100 de la quantité 
théorique au lieu de 46 p. 100). Il en résulte que la fixation de 
CO, est plus importante avec les bactéries mutées. I] faut remar- 
quer aussi que, contrairement 4 nos expériences avec la souche M, 
nous n’avons jamais pu nous rapprocher des bilans de 100 p. 100. 
Le déficit de 20 p. 100 environ est en dehors des erreurs d’expé- 
riences. I] se forme probablement, a partir du glucose, un produit 


que nous navons pas encore identifié et que nous n’avons pas 
obtenu dans nos autres bilans. 


{ . g . 
6) Voir mémoire Aubel, Grunberg-Manago, Szulmajsier. 
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L’action de Vazoture de sodium en anaérobiose est aussi 
nette sur le métabolisme des bactéries mutées que sur celui 
de E. coli (M) [voir tabl. III] : la quantité de corps en C, est 
triplée et il n’y a pas formation d’acide succinique, quelle que 
soit la souche. L’azoture de sodium modifie également le 
pourcenlage de corps en C, par rapport aux corps en C., mais 
son action différe suivant les souches. Il augmente le pourcentage 


avec la souche A « r » (glucose seul aoe 27 p. 100, glu- 


cose + azoture, 53 p. 100 du pourcentage théorique) et, au 
contraire, le diminue avec la souche M (glucose seul, 46 p. 100 
du pourcentage théorique, glucose + azoture, 15,7 p. 100). 
Mais ¢’est dans le comportement des deux souches envers /e 
pyruvate que l’action de Jlazoture est plus particuliérement 
importante. Alors que E. coli (M) est incapable d’attaquer le 
pyruvate en anaérobiose en présence d’azoture, les bactéries 
mutées peuvent le faire (voir tabl. IV). L’azoture augmente simple- 


TasLteau IV. — Action des souches M et A”r” de F. coli sur le pyru- 
vate en anaérobiose, en présence ou en absence d’azoture de 
sodium. 

Moyenne de 5 expériences. 

Concentration en pyruvate 0,025 M. 

Concentration en azoture de sodium 0,003M. 

Tous les chiffres sont calculés en pour 100 de carbone. 


SANS AZOTURE AVEC AZOTURE 


PRODUITS FORMES 
calculés 
pour 100 mg. de C ; ive 
du pyruvate disparu | Souche M Souche A”r” Souche M Souche A”r 


Acide succinique. 

Acide lactique . .| 2,8 N’attaque que 
Alcool — 39] tres faiblement 
Acide acétique. . 5 le pyruvate. 
Acide formique. . 

Anhydride carbonique. 


Carbone retrouvé. 
(1) Les quantités de pyruvate disparu, de l’ordre de 20 mg., sont trop faibles pour éta- 


blir des bilaas corrects D'autant plus quil se produit, dans ce cas, le substrat ¢tant 
mal altaqué, une autolyse trés forte de bactéries. 


ment la quantité des corps en C, et la déficience des corps en ©, 
par rapport au pourcentage théorique. (Pyruvate + azoture, 
14,4 p. 100 de la quantité théorique de corps en C,, pyruvate seul, 
43 p. 100 de la quantité théorique.) La dégradation du pyruvate 
en anaérobiose par chacune des deux souches varie aussi en 
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absence d’azoture de sodium (voir tabl. IV). Le pourcentage des 
corps en C, et C, formés différe suivant la souche. 

Le métabolisme des souches A « r » et M est done différent, 
surtout en anaérobiose. L’azoture de sodium le modifie trés nette- 
ment en aérobiose (variation du QR) comme en anaérobiose. 

Il faut insister sur les fails suivants : 

1° Que l’azoture a une action trés nette sur le métabolisme 
des bactéries, qu’elles soient mutées ou non. 

2° Que nos expériences sont faites avec des suspensions en 
présence d’un seul substrat, en particulier le glucose, qui pénétre 
4 Vintérieur des cellules en présence et en absence d’azoture. 
Dans ces conditions, il nous parait invraisemblable que la muta- 
tion réside dans une suppression de la perméabilité envers 
l’azolure, qui, dans ce cas, devrait étre sans effet sur la dégradation 
du glucose. 

Conclusion. 


On peut conclure de l’ensemble de nos résultats qu’il existe un 
mutant de E. coli, souche A « r », capable de pousser en aérobiose 
ou anaérobiose, en présence d’azoture a4 forte concentration, 
alors que la souche M en est incapable. Tout en répondant aux 
tests spécifiques de E. coli, ce mutant différe de la souche M 
par la forme de ses colonies sur milieu solide. 

Sans faire l’étude génétique de la mutation, nous nous sommes 
occupée exclusivement du métabolisme de la souche A « r » et 
de influence de -l’azoture. 

En aérobiose et en absence d’inhibiteur, les produits obtenus 
a partir du glucose sont les mémes qu’avec la souche M, seule 
la proportion des corps en C, est légérement différente. Par 
contre, en présence d’azoture, il n’y a pas d’accumulation d’acide 
pyruvique et la quantité de corps en C, devient donc plus faible 
qu’avec la souche M. Le QR est le méme avec les deux souches 
et augmente en présence d’azoture. 

Mais c’est en anaérobiose que la différence du métabolisme 
est la plus nette. 

En absence d’inhibiteur, le mutant produit, a partir du glucose, 
une quantité plus forte d’acide succinique. Ceci peut étre da, soit 
a une augmentation de la synthése de l’acide succinique, soit 
Vinhibition de la réaction : 


COOH — CH, — CH, — COOH + H, —> 2 CH, COOH 


qui se produit avec la souche M. 


En revanche, les corps C, et C, formés par la souche A « 1 » 
sont en quantité plus faible. 


> . 
L’azoture de sodium a, sur le métabolisme des bactéries mutées 
en anaérobiose, une action différente, mais aussi nette que 
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sur le métabolisme de la souche M. En particulier, les corps 
en G, et C, augmentent et il n’y a pas d’acide succinique 
formé a partir du glucose. Mais il n’en reste pas moins que la 
quantité de corps en C, formés par les bactéries mutées, que l’on 
soit ou non en présence d’azoture, est toujours plus faible qu’avec 
la souche M. 

I] faut remarquer qu’en anaérobiose, on ne retrouve jamais 
la quantité théorique de corps en C, par rapport aux corps en C,. 
I' se produit donc, avec les bactéries mutées, comme avec la 
souche M, une fixation de CO, que l’azoture n’empéche pas. 


| Enfin, une différence particuliérement importante entre les 


souches A « r » et M réside dans leur comportement envers le 
pyruvate en présence d’azoture. Le mutant est capable de le 


| métaboliser en anaérobiose, tandis que EF. coli (M) en est inca- 
| pable. 


L’action de l’azoture de sodium sur le métabolisme des bac- 


_téries mutées nous permet de rejeter l’hypothése selon laquelle 
_la mutation consisterait en une suppression de la perméabilité 
des bactéries vis-a-vis de l’azoture. 


I] existe donc des cas ot l’azoture de sodium n‘inhibe pas I’assi- 
milation, bien qu’il pénétre dans les cellules. 
Cette constatation pose immédiatement plusieurs problémes : 


-en particulier, celui du systéme enzymatique intervenant, en 


présence d’azoture, dans la croissance a l’air. des bactéries el 
celui du réle de la catalase et du systeme cytochromique. Enfia, 


| en quoi ce systéme enzymatique différerait-il de celui de E. coli 


(M), le métabolisme des deux souches en aérobiose n’étant pas 
trés différent ? En revanche, en anaérobiose, les fortes variations 


| de métabolisme des souches A « r » et M permettent de penser 
| qu’interviennent, en absence d’air, des complexes enzymatiques 
| différents dans les deux souches. 


Je remercie M. le professeur E. Aubel pour ses conseils et 


| M. le professeur B. Ephrussi pour lintérét qu’il a bien voulu 
| prendre a la partie génétique de mon travail. 
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INFORMATIONS 


Prix Ortho. 


L’American Society for the Study of Sterility a fondé un prix 
annuel de 1.000 dollars, le Prix Ortho, destiné a récompenser le 
meilleur travail sur la question de la stérilité, réalisé par des cli- 
niciens ou par des chercheurs de laboratoire. Les manuscrits doi- 
vent étre envoyés avant le 1* mars 1951, a l’American Society 
for the Study of Sterility, 20 Magnolia Terrace, Springfield, 
Mass., U. S. A. : 


Ve CONGRES INTERNATIONAL DE MICROBIOLOGIE 
Rio-de-Janeiro, 17-24 aotit 1950. 


Les Relations culturelles ont octroyé a la Société frangaise de 
_ Microbiologie une subvention d’un montant total de 200.000 fr. 
| qui sera partagée entre les membres se rendant a Rio A titre indi- 
viduel, dont le voyage ne sera pas payé, par ailleurs, par un 
organisme officiel. Nous prions nos collégues qui désireraient 
participer A cette subvention de bien vouloir se faire connaitre le 
plus tét possible. 

La Société générale des Transports maritimes 4 vapeur, 5, rue 
de Suresnes, a Paris, accordera une réduction de 30 p. 100 aux 
congressistes qui feront l’aller et le retour sur le SS. Campana. 
| Aller : départ Marseille 31 juillet; arrivée Rio 15 aot. Retour : 
| départ Rio 30 aodt ; arrivée Marseille 14 septembre. 

Le Congrés aura lieu 4 l’Hotel Quitandinha, a Petropolis, ville 
située dans les montagnes aux environs de Rio. Le montant des 
dépenses journaliéres y est d’A peu prés Cr dol. 170,00 (U. S. 
dol. 8,50), y compris : logement a deux dans un appartement, 
repas, pourboires et utilisation des installations de sport. Toute 
demande de logement doit étre adressée au secrétariat de la Com- 
mission exécutive du V°® Congrés international de Microbiologie, 
Institut Oswaldo Cruz, Caixa Postal 926, Rio de Janeiro, avant 
la fin de juillet. Les congressistes sont priés de joindre a cette 
demande J’indication de leur date d’arrivée et le moyen de trans- 
port qu’ils auront choisi. os 

Les frais d’inscription du Congrés sont de dol. 10 qui doivent 
étre adressés au secrétariat du Congrés, Institut Oswaldo Cruz, 
_-boite postale 926, Rio de Janeiro. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 Mai 1950. 


Présidence de M. Macrou. e 


LIVRES REGUS 


Charles Grégoire. — Microscope électronique et recherche biologique, 
1 vol:, 172 p., in Médecine et Biologie, Masson et C'*, Paris et 
Desoer, Litge, édit. Prix : 650 francs. 


Ce petit manuel passe d’abord rapidement en revue les données 
physiques qui sont a la base du microscope électronique, puis il en 
décrit la construction et le fonctionnement ; toute la seconde partie, 
qui constitue la partie essentielle du livre, est consacrée 4 l’utilisation 
du microscope électronique dans les recherches biologiques : tech- 
niques de préparation des objets 4 examiner, résultats obtenus dans 
V’étude des divers constituants cellulaires (protéines, polysaccharides) 
dans celle des bactéries, des virus et dans celle des microstructures 
cellulaires et tissulaires. De nombreuses microphotographies et une 
bibliographie complétent le volume. 


Peele. 


C. Heusghem. — Métabolisme et analyse des hormones stéroides, 1 vol., 
71 p., in Actualités biochimiques, Masson et Ci, Paris et Desoer, 
Liége, édit. Prix : 300 francs. ; 


Dans la collection Actualités biochimiques, publiée sous la direction 
de M. Florkin et de Jean Roche, H. fait le point de nos connaissances 
actuelles sur certains des problémes posés par les hormones stéroides. 
L’ére des hormones stéroides, qui a débuté en 1929 avec l’isolement de 
l'cestrone, a fait depuis lors des progrés extrémement rapides et on 
connait maintenant un trés grand nombre de ces hormones. Aussi 
Vauteur souligne-t-il que l’ensemble du sujet ne peut étre traité dans 
un petit volume comme le présent manuel et se borne-t-il A discuter 
certains points : Que sont les hormones stéroides ? Quel est leur méta- 
bolisme ? Quelle est la signification chimique et clinique des dosages 
stéroides qu’on utilise en clinique ? Et enfin que peut-on espérer de 
lavenir > Une bibliographie comprenant 165 références permettra de 
se reporter aux principaux travaux originaux. 


| ke hs 
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Noél Rist. — Traitement de la tuberculose 
les médicaments de synthése, in Ene 
18, rue Séguier, Paris. 


par les antibiotiques et par 
yelopédie médico-chirurgicale, 


| Dans le cadre de 1’Encyclopédie médico-chirurgicale, M. Noél Rist 
| expose Vétat actuel de la question et les résultats obtenus, tant en cli- 
| nique qu’au laboratoire, pour les antibiotiques qui en sont encore 
_ au stade expérimental. Les médicaments synthétiques : acide para-amino- 
salicylique, acide para-aminobenzoique, thiosemicarbazone, vitamine D, 
(dans le traitement du lupus) sont également étudiés. 


Pale 


COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR L’ORIGINE DE L’HYDROGENE 
NECESSAIRE A LA REDUCTION DES SULFITES 
PAR LES ANAEROBIES 


par A.-R. PREVOT, R. SAISSAC et B. CALLAME. 


Dans un travail antérieur (1), il a été démontré qu’un grand nombre 
d’anaérobies, appartenant A l’ordre des Clostridiales, étaient capables 
de réduire les sulfites en SH, et, ainsi, de donner du sulfure de fer 
‘noir en présence d’un sel approprié (perchlorure ou alun de fer). Cette 
:réduction est due, selon nous, a un endo-enzyme, la sulfito-réductase, 
| puisqu’elle ne se fait qu’au contact des corps microbiens, ce qui 
(donne lieu 4 la formation de colonies noires en gélose profonde 
):sulfitée ferrique. Ce phénoméne de production de colonies noires par 
les sulfito-réducteurs s’oppose A la production a distance de dépdts 
“amorphes de sulfate de fer par 1’SH, provenant de la désulfhydrilation 
(des substances organiques sulfhydrilées par les désulfhydrilases, exo- 
\(enzymes. 

Dans le premier cas, nous avons observé que tout ]’hydrogéne pro- 
\yvenant de la déshydrogénation des donateurs était utilisé a la réduc- 
\ition de SO, et qu’ainsi il ne se dégage pas. Au contraire, dans le 
}ideuxitme phénoméne, le dégagement d’H, est normal. 

|} Dans une nouvelle série d’expériences, nous avons essayé de discerner 
t’origine de l’hydrogéne nécessaire & cette réduction. L’intérét de cette 
\recherche est non seulement de connaitre le mécanisme du phénomene, 
mais aussi de déduire les indications techniques indispensables 4 la 
ise en ceuvre de cette réaction. Ainsi, dans la réduction des nitrates 
n nitrites par les anaérobies, mous avons montré (2) que certains 


(1) A.-R. Privor, ces Annales, 1948, 75, 571. 

(2) A.-R. Prévor, Ann. Ferm., 1940, 5, 467. — A.-R. PrEvoT el M. ENESCO, 
3ull. Assoc. Dipl. Microb. Fac. Pharm. Nancy, 1948, 3, 3; id., C. R. Soc. 
3iol., 1946, 140, 76. — A.-R. Prévor et M. Pryre, ©. R. Soc. Biol., 1946, 
440, 77. — A.-R. Prévor et J. LAPLANCHE, ces Annales, 1947, 73, 836. 
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donateurs conviennent & ]’exclusion des autres et que cette connaissance 
de la spécificité des donateurs entrainait non seulement des indications 
tres précises sur les milieux a employer et les glucides a y ajouter, 
mais aussi fournissait des caractéres déterminatifs de haute valeur. 

Nous avons utilisé des souches de Clostridiales donnant des colonies 
noires en gélose profonde sulfitée en présence d’un sel soluble de 
fer (alun), c’est-d-dire W. perfringens, Cl. sporogenes, Cl. septicum. 

Si on supprime le glucose, les colonies noires se produisent tout 
de méme. Ainsi un glucide n’est pas nécessaire comme donateur 
d’hydrogéne. Si on remplace le bouillon V.F. par de l’eau peptonée 
comme source d’azote, on obtient encore les colonies noires. Donc, le 
bouillon V. F. n’est pas non plus nécessaire. 

Par conséquent, ce n’est pas en gélose nutritive qu’on doit opérer 
pour la recherche de donateurs autres que ceux de la peptone. Par 
la technique des « resting bacteria », nous avons pu observer, en 
utilisant la souche « Mayer » de W. perfringens, que les germes lavés 
et mis en suspension dans un tampon phosphaté a pH 7 en présence 
de sulfite et de fer donnaient un précipité noir quand les suspensions 
sont denses. Ainsi les corps microbiens eux-mémes, en s’autolysant, 
fournissent un donateur & la sulfito-réductase. Dans le cas de W. per- 
fringens, nous savons que sa capsule est un polyoside formé d’un noyau 


uronique et de 2 molécules glucidiques (mannose et glucose). Il n’y — 


a donc rien d’étonnant qu’A l’autolyse ces glucides libérés servent de 
denateurs. 
Avec Cl. sporogenes, il en est de méme : les suspensions denses A elles 


seules donnent a l’autolyse une réduction des sulfites. Ici on ne connait 


pas le donateur, bien que la ciliature abondante soit vraisemblablement 
aussi de nature polyosidique. 

Avec Cl. septicum, dans les mémes conditions, les résultats sont 
inconstants ; tantét on observe l’absence de réduction en l’absence de 
glucose, tant6t une réduction en l’absence de tout glucide, comme si 
l’autolyse, inconstante elle-méme, fournissait des donateurs dans cer- 
tains cas et pas dans d’autres. 

En résumé, la réduction des sulfites en sulfure par les anaérobies 


de l’ordre des Clostridiales n’exige pas des donateurs spécifiques comme — 


la réduction des nitrates en nitrites. Elle peut étre réalisée, aussi bien 
par l’hydrogéne venant des glucides fermentescibles du milieu, que 
par les polypeptides ou les acides aminés des diverses sources d’azote 


t 


et par les donateurs d’H, des produits d’autolyse des corps micro- — 


biens lavés en suspension phosphatée neutre. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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ACTION DE LA STREPTOMYCINE SUR L’ALLERGIE 
PRODUITE PAR LES BACILLES TUBERCULEUX 
VIVANTS ET MORTS 


par G. CANETTI et A. SAENZ. 


Les recherches consacrées a 1l’action de la streptomycine sur l’allergie 
| tuberculeuse n’ont pas donné jusqu’ici de résultats univoques. Lorsque 
Vantibiotique est appliqué aprés apparition de l’allergie, certains 
| observent un affaiblissement marqué, voire une disparition totale de 
| lVallergie [Feldman, Hinshaw et Mann (1), Steenken et Wolinsky (2)] ; 
d’autres ne l’observent point [Smith et Mc Closky (3)]. Lorsque 
| Vantibiotique est appliqué dés le moment de l’infection, c’est-d-dire 
| avant lV’apparition de l’allergie, certains notent un allongement consi- 
dérable de la période anté-allergique [Olsen-Boje et Rudbick (4), 
| Hauduroy et Rosset (5)], mais d’autres, encore, ne l’observent point 
_{E. Bernard et Kreis (6)]. Les recherches rapportées ici ont pour but, 
_d’une part, de préciser l’action de la streptomycine sur une allergie 
_déja existante et produite, comme dans les expériences précitées, par 
_des bacilles de Koch vivants ; d’autre part, d’étudier l’action de la 
| streptomycine sur l’allergie produite par des bacilles de Koch morts. 
a) Action de la streptomycine sur l’allergie produite par les bacilies 
| vivants, — 52 cobayes sont infectés par voie intramusculaire, par 
9,01 mg. de la souche virulente H37. 17 animaux sont laissés comme 
iémoins ; ils succombent en cinquante et un jours a cent treize jours 
— les deux tiers avant le soixante-cinquitme jour — a une tuberculose 
| généralisée. Les 35 animaux restants recgoivent, 4 partir du vingt et 
/uniéme jour, une injection sous-cutanée quotidienne de 8 mg. de 
streptomycine. Le traitement est poursuivi pendant soixante-dix jours. 
| L’allergie des animaux est éprouvée aux vingti¢éme, cinquante-neuvitme, 
quatre-vingt-sixiéme, cent cinquiéme et cent trentiéme jours de 
Vexpérience, chaque fois par 10 mg. et 1 mg. de vieille tuberculine 
intradermique. Celle-ci provient toujours du méme ¢chantillon. Les 
réactions 4 10 mg. sont affectées des coefficients suivants, lors de leur 
lecture : 

0, réaction négative ; 

1, petite papule ; : 

2, papule plus étendue avec parfois ébauche de nécrose ; 

3, papule trés étendue, nécrotique ou hémorragique. 

L’allergie du groupe total des animaux est exprimee, d’une part, 


(1) Fetpman, Hinsaaw et Mann, Am. Rev. Tub., Me ae Pee 

(2) W. STEENKEN et E, WOLINSKY, Am. Rev. Tub., 1947, 56, ba Ae 
(3) M. J. Smrru et W. J. Mc Crosxy, Publ. Health nee - 7 Ne 
| (4) G. Oxsen-Bosz et L. Ruppack, Acta Tub. Scand., 1949, suppl. 24, 88. 

| - (6) P. Haupuroy et W. Rosser, Rev. Tub., 1949, 43, 89. 

(6) E. Bernarp et B. Kreis, Rev. Tub., 1948, 12, 348. 
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par le coefficient moyen des réactions 4 10 mg. de tuberculine (moyenne 
des coefficients notés chez tous les animaux pour cette dilution) ; d’autre 
part, par le taux d’animaux positifs 4 1 mg. 

Les résultats sont consignés dans le tableau I. 


TABLEAU 1. 
LS 


JOURS COEFFICIENT POURCENTAGE 
5 : ‘ d’animaux +- 
aprés infection a 10 mg. a1 mg. 


Avant traitement 

En cours de traitement : 
39° jour 
66° jour 

Apres traitement : 
45° jour 


Les résultats sont nets. Juste avant le début du traitement, ]’inten- 
sité moyenne des réactions 4 10 mg. est de 2 (papule assez étendue) ; 
au trente-neuviéme jour du traitement, elle est de 1 (elle atteint a ce 
moment 1,9 chez les témoins survivants) ; au soixante-sixiéme jour 
du traitement, elle n’est plus que de 0,67 : 12 animaux sur 30 sont 
alers complétement négatifs. Mais, dés la fin du traitement, il y a 
remontée rapide de l’allergie : le coefficient atteint 1,6 au quinziéme 
jour apres l’arrét du traitement et 1,7 au quaranti¢me jour. L’éyo- 
lution du taux d’animaux positifs 4 1 mg. est semblable : il passe 
de 76 p. 100 avant le traitement 4 38 p. 100 au trente-neuviéme jour, 
0 p. 100 au soixante-sixiéme jour, pour remonter 4 73 p. 100 quinze 
jours aprés l’arrét du traitement et pour s’y maintenir. 

Ainsi, au cours de l’infection virulente du cobaye, le traitement par 
la streptomycine produit bien un affaiblissement marqué de la sensi- 
bilité tuberculinique. Cet affaiblissement est trés variable selon les 
animaux. 

b) Action de la streptomycine sur l’allergie produite par des bacilles 
tuberculeuz morts enrobés dans Vhuile de vaseline. — Conformément & 
la technique décrite par l’un de nous (7), 40 cobayes de pelage clair, 
pesant de 450 4 600 g., recoivent par voie intramusculaire une injec- 
tion de 10 mg. (poids sec) de bacilles morts enrobés dans 1 cm* d’huile 
de vaseline. Au trentitme jour, les animaux sont tuberculinés et 
s’averent tous trés fortement allergiques (voir ci-dessous J’intensité 
des réactivités). A partir du cinquantitme jour, 20 cobayes recoivent 
quotidiennement, par voie intramuculaire, une injection de 8 mg. de 
streptomycine ; les 12 cobayes restants sont laissés comme témoins, mais 
recoivent tous les jours une injection intramusculaire de 0,5 cm? de 
serum physiologique. Le traitement est poursuiyi pendant quatre- 


(7) A. Saenz, C. R. Soe. Biol., 1935, 420, 870. 
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vingt-trois jours. L’allergie est recherchée trois fois en cours de trai- 
tement, aux vingt-septiéme, cinquante-cinquiéme et quatre-vingt- 
troisiéme jour, et une fois trente jours apres l’arrét du traitement : 
elle l’est chaque fois par injection intradermique de 10 mg., 1 me. 
et 0,1 mg. de vieille tuberculine (échantillon identique). L’allergie des 
deux groupes d’animaux est exprimée, d’une part, comme dans Vexpé- 
rience précédente, par le coefficient moyen des réactions A 10 mg. ; 


2} 
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Evolution de la réactivité tuberculinique moyenne 10 mg., chez des cobayes infec- 
tés avec des bacilles vivants ou morts, sous l’influence de la streptomyvine. 


d’autre part, par le taux d’animaux positifs 4 1 mg. et 0,1 mg. Les 
résultats sont résumés dans le tableau II. 


TARLEAU LI. 


COEFFICIENT POURCENTAGE POURCENTAGE 
danimaux + d’animaux + 
a 10 mg. a1 mg. a 0,1 mg. 


aprés inoculation 


n n 
BS S 
5) ) 
a g 
5S) 0 
<a) BR 


Avant traitement. ... 2,9 


En cours de traitement : 
Non éprouvés. 
1,3 2,7 
0,9 ud 


Aprés traitement : 
Sie Owes 6. 6 Se 


} Ici encore, il y a affaiblissement net de l’allergie au cours du trai- 
| tement par la streptomycine. Au trentiéme jour, avant le début du trai- 
| tement, presque tous les animaux ont une grosse réaction nécrotique 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 79, n° 4, 1950. 1 
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a 10 mg. (coefficient A 2,9), et 96 p. 100 d’entre eux réagissent 
4 0,1 mg. de tuberculine. Dés le vingt-septiéme jour du traitement, 
plus aucun animal traité ne réagit 4 0 mg. 1; au cinquante-cinquiéme, 
le coefficient A 10 mg. tombe A 1,3, au quatre-vingt-troisiéme jour, 
x 0,9 (5 animaux sur 16 sont alors complétement négatifs) ; et le taux 
d’animaux positifs 4 1 mg. tombe de 87 p. 100 au vingt-septi¢éme jour 
4 30 p. 100 au cinquante-cinquiéme et 25 p. 100 au quatre-vingt- 
troisitme. L’évolution est tout autre chez les témoins, subissant 
pourtant le méme traumatisme quotidien : le taux d’animaux positifs 
x 0,1 mg. ne baisse que faiblement (de 96 p. 100 au vingt-cinquiéme 
jour & 70 p. 100 au quatre-vingt-troisiéme), et l’intensité des réactions 
4 10 mg. n’accuse qu’une chute modérée, a 2,1. Enfin, V’arrét du trai- 
tement par la streptomycine est suivi d’une réascension marquée de 
Vallergie : au trentidme jour, le coefficient & 10 mg. est passé de 0,9 
4 1,9; le taux d’animaux positifs 4 1 mg. de 25 p. 100 a 80 p. 100, 
celui d’animaux positifs 4 0,1 mg. de 0 p. 100 4 40 p. 100. Chez les 
témoins, l’arrét des injections de sérum physiologique n’entraine pas 
de modification sensible de l’allergie, qui ne dépasse que de peu celle 
des animaux traités. 


c) Discussion. — Bien: qu’il y ait, en matiére d’appréciation des 
variations de l’allergie tuberculeuse sous l’influence d’un traitement, 
de nombreuses causes d’erreurs — variations dues 4 la saison, a la 


nourriture, a des états endocriniens, & des infections surajoutées — 
les faits rapportés ici semblent bien indiquer que la streptomycine 
exerce sur l’allergie produite par les bacilles morts une action dépri- 
mante. L’affaiblissement ou la disparition des réactions aux trois dilu- 
tions de tuberculine employées, la différence marquée des réactions 
par rapport a celles des témoins (qui subissent pourtant le méme trau- 
matisme quotidien), enfin la remontée de l’allergie une fois le trai- 
tement arrété, plaident tous trois dans le méme sens. Cette action est 
d’une intensité trés variable selon les animaux : elle n’aboutit que 
dans une petite minorité des cas a la disparition des réactivités aux 
concentrations de tuberculine les plus fortes (10 mg.), tout au moins 
pour les doses de streptomycine et les délais de traitement adoptés ici. 

L’action de la streptomycine’ sur l’allergie des bacilles morfs rend 
vraisemblable que celle qu’elle exerce sur l’allergie des bacilles vivants 
n’est pas liée uniquement & l’effet bactériostatique de 1l’antibiotique, 
mais qu’il y a alors aussi effet désensibilisant direct. Deux faits observés 
au cours de la streptomycinothérapie de l’infection virulente plaident 
dans le méme sens. Tout d’abord, une fois l’administration de 1]’anti- 
biotique arrétée, il y a remontée trés rapide de Vallergie ; on l’a vue 
assez intense dés le quinziéme jour. Or, chez les vobayes sacrifiés A cette 
date, les lésions trouvées ont été, dans notre expérience, aussi nulles 
ou insignifiantes que chez les cobayes sacrifiés A la fin du traitement 
(a mort des cobayes par reprise du processus tuberculeux ne s’est 
produite que trois 4 sept mois aprés la fin du traitement) ; et Jensen (8) 
n’a pas noté, entre animaux continuant a étre traités et animaux ayant 
cessé de l’étre depuis vingt-sept jours, de différences en matidre de 
teneur des lésions en bacilles. C’est dire que la remontée de LV’aliergie 


(8) K. A. Jensen, Acta Tub. Scand., 1949, supp. 21, p. 42. 
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apres cessation des injections de sireptomycine ne reléve pas, au moins 
initialement, d’une reprise de la pullulation bacillaire. D’autre part, 
chez 4 cobayes de notre expérience morts peu de jours apres constata- 
tion d’une disparition complete de Vallergie, le traitement étant encore 
en cours, l’ensemencement de la rate a révélé la persistance de 
quelques bacilles. Or, en l’absence de toute administration de strepto- 
mycine, la disparition de l’allergie est, en général, trés postérieure a la 
disparition compléte des bacilles (lorsque celle-ci peut se produire, 
c’est-a-dire en cas d’infection avirulente), ainsi que nous l’avons établi 
pour l’infection 4 BCG (9). C’est dire que s’il y a, au cours du trai- 
tement streptomycinique, disparition de l’allergie malgré la survie de 
bacilles, les chances sont grandes pour qu’une action désensibilisante 
directe de l’antibiotique soit en cause, au moins partiellement. 

Cette action de la streptomycine pourrait expliquer deux phénoménes 
couramment observés au cours de la streptomycinothérapie de la 
tuberculose humaine. L’un, d’ordre clinique, est la trés rapide atté- 
nuation de la fiévre et des signes généraux, effets souvent observés a 
une date si précoce, ou dans des tuberculoses si étendues, qu’il est 
difficile de les attribuer A la seule action bactériostatique du médi- 
cament; il arrive d’ailleurs qu’on les observe dans des formes 
devenues bactériologiquement streptomycino-résistantes. L’autre phéno- 
méne, d’ordre anatomique, est l’absence d’inflammation péri-focale 
autour des lésions des sujets décédés en cours de streptomycinothérapie ; 
or cette inflammation est d’origine allergique, selon toute vraisem- 
blance (10). L’action désensibilisante de la streptomycine pourrait ainsi 
revétir une importance assez grande. De nouvelles expériences devrent 
en préciser les modalités. 


CONCLUSIONS. 


L’allergie tuberculinique conférée au cobaye par une inoculation de 
bacilles vivants est fortement diminuée par l’administration de strepto- 
mycine. L’allergie conférée au cobaye par l’injection de bacilles moris, 
enrobés dans l’huile de vaseline, accuse elle aussi 1’effet déprimant de 
V’administration de streptomycine. I] est donc vraisemblable que Veffet 
| désensibilisant exercé par la streptomycine au cours de Vinfection 
tuberculeuse n’est pas dd a la seule action bactériostatique de Vanti- 
biotique. Plusieurs faits sont avancés en faveur de cette maniére de voir. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


9) A. Saenz et G. Canett1, C. R. Soc. Biol., 1949, 134, 38. 6 
aD) G. Canertr, L’allergie tuberculeuse chez (homme. 1 vol. 1946. Editions 
Médicales Flammarion. 
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DISSOCIATION 
DES POUVOIRS « BACTERIOSTATIQUE » 
ET « BACTERICIDE » DE LA STREPTOMYCINE /W V/TRO 
ISUR LE BACILLE DE KOCH 2 


par F. TISON. 


L’action du tellurite de potassium (1) permet de constater que des 
doses courantes de streptomycine n’ont pas, in vitro, d’action bactéri- 
cide, mais une action bactériostatique. Courmont et ses collabora- — 
teurs (2) ont insisté sur ce fait. Des cultures inhibées par la strepto- 
mycine et laissées par eux soixante jours a l’étuve ont fini par repartir. 
Les bacilles avaient survyécu a l’action de 1.000 y par centimétre cube 
et s’étaient multipliés 4 nouveau dés que l’antibiotique avait été Bue 5 - 
blement en partie détruit par le séjour a l’étuve. 

Il en est de méme in vivo (8). Le cobaye tuberculisé est appareninees 
guéri par la streplomycinothérapie, mais, aprés autopsie, les organes 
paraissant sains (rate, poumon, ganglions) peuvent donner naissance 
i des cultures. Ceci méme aprés un traitement intense et prolongé. Ce 
qui explique les rechutes qui sont la régle aprés arrét de la médication, 
chez cet animal. 

R. Debré, Cestil et Canlorbe (4, 5) ont bien attiré l’attention sur la 
dissociation des pouvoirs bactériostatique et bactéricide. “ 

‘ : ° : j 

A des doses plus fortes encore, la streptomycine a-t-elle un pouvoir . 
bactériolytique ? [Scanga (6) et C. Levaditi (7) ]. 

Dans ce travail, nous avons voulu, par différents procédés, étudier 
s’il était possible d’atteindre ces trois effets in vitro avec les doses ; 
d’antibiotique habituellement employées pour les mesures de résistance. 

L’étude porte sur 2 souches déja étudiées par les procédés classiques : 4 

1° La souche J, isolée d’un malade non traité et sensible & une dose 
de streptomycine inférieure & 2 y par centimetre cube. 

2° La souche M isolée d’un cavitaire traité, résistante & plus de 50 + 
par centimétre cube et dépendante, en ce sens qu’elle pousse mieux 
en présence de streptomycine que sur les tubes témoins. 

Une suspension a été faite 4 partir de chaque souche, dans du sérum 
physiologique aprés agitation avec des billes de verre (densité d’une 
culture de pneumocoque de vingt-quatre heures). 

Cette suspension a été diluée dans l’eau distillée en présence de 10, 


(1) F. Tison, ces Annales, 1949, 76, 377. 

(2) ae: Courmonr, H. Garpire et G. DERIES, C. R. Soc. Biol., 1948, 442, 1414. 
(3) F. Trson, Sem. Hop. Paris, 1949, n° 39, 1685. 

(4) Despre et CANLoRsE, Réunion du Fonds International de Secours 4a. 
lEnfance consacrée a la méningite tuberculeuse, Paris, 1950, 

(5) L. Costm et P. Cantorpe, C. R. Soc. Biol., 1949, 443, 919. 

(6) F. Scanca, Rendic. Ist. Sup. Sanita, 1948, "14, 980. 

(7) C. Levaprrt, C. R. Soc. Biol., 1949, 443, 314. 
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100 et 1.000 » de streptomycine par centimétre cube. Ces 6 tubes 
(3 pour chaque souche) ont été portés 4 l’étuve 4 37°. 

De jour en jour, jusqu’au douziime jour des prélévements étaient 
faits et étudiés aux différents points de vue suivants : 

1° Morphologie ; 

2° Noircissement du tellurite ; 

3° Végétabilité du milieu de Léwenstein-Jensen ;: 

4° Résistance ; 


5° Virulence pour le cobaye. 


* 
xk 


1° Morphologie du bacille aprés action de la streptomycine in vitro. 
— Benda et Urquia (8) ont attiré l’attention sur la modification mor- 
phologique des bacilles devenus résistants. 

Nous avons voulu voir si, aprés les colorations courantes, sans !e 
secours du microscope électronique (C. Levaditi), on pouvait mettre 


_ en évidence des modifications appréciables aprés action de streptomycine 


a ces doses in vitro, ou aprés acquisition de la résistance (souche M). 
Dans ce but, des étalements ont été faits quotidiennement et aprés 
fixation 4 alcool méthylique ont été colorés par la méthode de Fontes. 
Aucune différence appréciable n’a été notée quant A la forme, la 
couleur des bacilles ou quant a l’aspect des granulations incluses. Ceci, 
qu’il s’agisse de la souche résistante ou de la souche sensible. 
2° Noircissement du tellurite, — L. Sula (9) a montré que le tellurite 


| de potassium était noirci par le bacille de Koch vivant. 


Du premier au douziéme jour, une partie de chaque émulsion a été 


_ prélevée, lavée par centrifugation et le culot a été mis en contact avec 


| une solution de tellurite au 1.000°. 


Il n’a pas été noirci. 

Est-ce a dire que les bacilles sont morts ? 

Non, car le méme culot de centrifugation, reporté dans un milieu 
de culture favorable au bacille de Koch, noircit en quelques heures. 

On peut en tirer une double conclusion : 

Le noircissement du tellurite ne se fait qu’en présence d’éléments 


| nécessaires au métabolisme du bacille. 


Ce phénoméne vital persiste aprés contact de douze jours avec une 
solution de streptomycine A 1.000 7 par centimétre cube. Ceci, méme 
pour une souche sensible 4 moins de 2 + par centimétre cube. 

Ce qui confirme nos précédentes constatations. 

Le fait que le noircissement se produit méme en contact avec des 


} concentrations fortes de streptomycine dans un milieu de culture (10) 


montre en outre que la bactériostase provoquée n’arréte pas comple- 
tement le métabolisme du bacille qui semble pouvoir étre mis ainsi 
en veilleuse pendant une longue période. 

3° Végétabilité du bacille de Koch apres contact avec la strepto- 
mycine. — Quotidiennement un échantillon des émulsions a été pré- 


) levé et lavé par centrifugation. 


(8) R. Benpa et D. A. Urgura, Soc. Fr. Tub., 11 fév. 1950. 
(9) L. Suza, Am. Rev. Tub., 1947, 55, 241. 


| * (10) F. Tison, ces Annales, 1949, 77, 767. 
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Il a alors été ensemencé sur des tubes de Léwenstein-Jensen frai- 
chement préparés. ; 

Les résultats pour 1’émulsion en contact avec 1.000 y de streptomycine 
sont synthétisés dans le tableau ci-dessous : 


JOURS D& CONTACT AVEC SOLUTION A 1.000 y PAR cM® 


Soa taal Pera, in wall ka ee ah eee BIE ae ae 
Souche J. a fe ee fe ee a ter 
Ae lb lh ial onl er acta | te 2a tee roan aie 


— ff ——— SS J ——— [J J | | | | | 
ots 


+}+{ +] +] 4+] 4+] 4+] 4+] 4+} 4+] 4] + 
SoucheM. | +/ +/+] +] +]/+]/+]/+]/+]+]+] + 
+/+] 4+] 4+] 4} 4+}, 4+} 4+} 4] 4+] 4) 4+ 


Pour la souche M, résistante, la végétabilité a été conservée dans son 
intégrité. : 

Pour la souche J, sensible & moins de 1 y, 80 p. 100 des germes 
environ restaient susceptibles de donner naissance & une culture aprés 
douze jours de contact. (ilest 4a noter que la souche J, ensemencée sur 
milieu streptomyciné, ne donne aucune culture au-dessus de 1 y par 
centimétre cube. On ne peut donc conclure a la présence de 30 p. 100 
d’individus résistants.) 

4° Résistance des germes a@ la streptomycine. — La résistance des 
cultures obtenues ci-dessus a été mesurée par le procédé qui avait servi 
a l’étude des souches M et J. 

Méme aprés séjour prolongé au contact de l’antibiotique en solution 
aqueuse, la résistance n’a pas été changée. 

On sait qu’il n’en est pas de méme si ce contact a lieu dans un milieu 
de culture favorable au bacille de Koch. 

5° Virulence des bacilles aprés contact avec la streptomycine. — 
Chaque jour 1 cm® de chaque émulsion a été prélevé et réparti pour 
Vinoculation de 4 cobayes de méme poids. 

Les bacilles étaient lavés au préalable. L’inoculation a été pratiquée 
comme suit : 


Un groupe avec souche J dans sérum physiologique (témoin) 
— — — os — dans streptomycine 4 10 + 

— _—- — _ 100 + 

—- —- — — 1.000 + 

Un groupe avec souche M dans sérum physiologique (témoin) 
— dans streptomycine 4 10 » 
ge fe — 100 + 

= = —- SS — 1.000 + 


L’inoculation était faite sous la peau de la cuisse gauche. 
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L’allergie était apparue avec la méme intensité et la méme précocité 
pour tous les groupes. 
Elle a été recherchée avec la tuberculine au 1/10. 


L’autopsie a été pratiquée A date échelonnée. 
Un cobaye de chaque groupe aprés 15 jours 


ay) 2s Se pS ee mr pee 
oie Mae eee es ee YES og 9 8 


ee ge 2 ee ee ag) 8 


La précocité, la diffusion, la gravité des lésions a été comparable pour 
tous les groupes, méme lorsque l’inoculation avait été faite 4 partir de 
la souche J en contact douze jours avec la solution de streptomycine 


a 1.000 +. 
6° Résultats du contact avec l’antibiotique dans un milieu de culture 
favorable au bacille de Koch. — Devant les conclusions plutét négatives 


qu’on pouvait tirer de cette expérience, nous avons voulu vérifier que 
le contact en milieu de culture avait les mémes effets. 

On pouvait penser, en effet, que le bacille étant alors moins passif 
pouvait avoir des réactions différentes, comme en ce qui concerne le 
tellurite de potassium. 

Une nouvelle expérience a été calquée sur la précédente, mais la 
dilution de streptomycine était faite cette fois dans un milieu de 
culture. 

Comme le laissaient prévoir les constatations de Courmont, les résultats 
‘ont été les mémes. 

Aprés douze jours de contact, les bacilles conservérent leur virulence 
et leur végétabilité. La souche M a méme fini par pousser dans le milieu 
streptomyciné 4 1.000 » par centimétre cube. 

La résistance des germes a naturellement été augmentée par ce 
passage. 

CONCLUSIONS. 


Le bacille de Koch mis en contact avec une solution 4 1.000 +, de strep- 
tomycine par centimétre cube conserve, aprés douze jours, ses caractéres 
morphologiques et biologiques. oe ; 

Une souche sensible a ainsi perdu 60 p. 100 de sa végétabilité, mais 
a conservé une virulence intacte. 

Une souche résistante a conservé sa végétabilité et sa virulence. 

La dose d’antibiotique bactériostatique pour une souche donnée 
peut, multipliée par 1.000, ne pas étre encore bactéricide pour cette 
méme souche. : 

Les échelles couramment utilisées pour la mesure de la résistance ne 
ssemblent pas pouvoir servir 4 dissocier le pouvoir bactériostatique et _le 
pouvoir bactéricide de la streptomycine vis-a-vis du bacille de Koch. 


(Laboratoire Central des Villages Sanatoriums de Haute Altitude, 
& Praz-Coutant [Méd. Directeur : P. E. Davy].) 
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LA DECOMPOSITION DE L'UREE 
EN MILIEU SYNTHETIQUE DE FERGUSON 
PAR PAST. PSEUDOTUBERCULOSIS 


REACTION NOUVELLE 
DE DIFFERENCIATION DES AGENTS ETIOLOGIQUES 
DE LA PESTE ET DE LA PSEUDOTUBERCULOSE 


par J. FAUCONNIER, 
avec la collaboration technique de A. CHEVALIER. 


C’est au cours du diagnostic des Parvo et Entérobactériacées que nous 
nous sommes apercu de la présence, chez Past, pseudotuberculosis, 
d’une uréase. L’hydrolyse rapide de l’urée et la formation de carbonate 
d’ammonium A ses dépens n’était donc pas l’apanage des Proteus. 

Nous nous sommes servi pour cette étude : 1° Du milieu de Ferguson, 
milieu classique sur lequel les Proteus ont le pouvoir de donner une 
hydrolyse rapide de l’urée. 2° Du milieu a l’urée et tryptophane de 
Roland-Bourbon. Les résultats obtenus avec ]’un et l’autre sont abso- 
lument superposables. 

Nous avons pris pour P. pseudotuberculosis une culture agée de 
vingt-quatre heures sur gélose inclinée et pour P. pestis une culture 
de trois jours, ce qui correspond en densité microbienne 4 une culture 
de vingt-quatre heures de la précédente. 

A 1 cm® de Ferguson et de Roland-Bourbon, nous ajoutons une grosse 
dse de germes, de facon a avoir un milieu ensemencé d’apparence nette- 
ment trouble ; on met A l’étuve 4 34° et la lecture des résultats se fait 
au bout de deux, quatre et vingt-quatre heures, l’indicateur de pH 
éiant le rouge de phénol. 70 souches, tant pseudotuberculeuses que 
pesteuses, ont fait l’objet de cette étude. Elles proviennent du labora- 
toire de G. Girard, que nous tenons 4 remercier ici de son amabilité. 
Elles se classent comme suit : Pseudotub., 35 souches, dont 33 d’origine 
animale (mammiféres 24, aviaires 9) et 2 humaines. Toutes ces 
souches sont glycérine et rhamnose positives. On doit mentionner a 
leur sujet. 

a) Que 2 souches d’origine américaine, ]l’une humaine, ]’autre animale, 
donnent une toxine qui, au taux de 0,2 cm® tue la souris en moins 
de vingt-quatre heures (1). 

b) Qu’une des souches (singe) provient d’une culture secondaire 4 une 
lyse bactériophagique. 

Peste : 35 souches d’origine diverse (rat, puce, homme). Ces souches 
ont été isolées soit en Indochine, soit A Madagascar, soit en Afrique 
(Dakar, Congo belge). 


RESULTATS APRES QUATRE HEURES D’ETUVE A 34°.— 1° Pseudotuberculose. 
— Les souches d’origine homme et mammifétres donnent toutes une 


(1) G. Girarp, S. F. M., séance de mars 1949. 


ad ft his ie 
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réaction d’hydrolyse positive. Parmi les souches aviaires, 2 seulement 
donnent une réaction négative, méme apres vingt-quatre heures d’étuve, 
alors que les 5 autres se comportent comme les précédentes. Les deux 
souches 4 uréase négative furent A nouveau éprouvées au point de vue 
de leurs réactions biologiques courantes : le rhamnose et la glycérine 
sont fermentés avec acidification, la sensibilité 4 un phage spécifique 
reste totale et inchangée. 

2° Peste. — Sur les 35 germes étudiés, 34 ne donnent aucune réaction 
d’uréase positive ; seule une souche provenant du Laos (Reynes) 
décompose l’urée en quatre heures. Cette souche humaine indochinoise 
a fait d’ailleurs l’objet de recherches détaillées (2) ; prise d’abord pour 
une pseudotuberculose, car elle fermentait au début en eau peptonée 
la glycérine et le rhamnosz, elle fut expérimentée quatre ans plus tard 
et montra alors les caractéres de P. pestis. 

En résumé, le pouvoir d’hydrolyse rapide de l’urée n’appartient pas 
aux seuls Proteus, il existe aussi chez 95 p. 100 des Past. pseudotubercu- 
losis. Ce test se révéle plus fidéle que la fermentation de la glycérine, 
puisque de nombreuses souches pesteuses en provenance de rongeurs 
sauvages font fermenter ce polyalcool ; or, 3 souches précisément de 
cette origine, parmi les 35 éprouvées, ont répondu par la négative au 
test de l’urée. 


(Institut Pasteur, Services de Microbie technique et de la Peste.) 


M. G. Girard : Je tiens & souligner Vintérét pratique de cette réaction, en 
raison de la rapidité de la réponse qu’elle procure. Mise A part la fermen- 
tation du rhamnose, qui jusqu’A présent conserve une absolue spécificité 
pour discriminer P. pseudotuberculosis de P. pestis, elle a une valeur trés 
supérieure 4 la réaction des nitrites que Petragnani avait préconisée pour 
différencier les deux micro-organismes et sur laquelle nous avons jadis fait 
de sérieuses réserves. (C. R. Biol., 1940, 133, 244). 


LA REACTION A LISOBORNEOL 
POUR LE SERODIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS 
par M': A.-J. HAMELIN. 


Dans une communication récente (1), L. Saint-Prix et S. Mutermilch 
décrivent une nouvelle réaction. Les principes— essentiels de cette 
méthode, du méme type que celle de Meinicke-opacification, ee Ge 
} un antigéne sensibilisé a l’isobornéol et quelques différences dans la 
| technique, A savoir : l’emploi d’une eau chlorurée sodique a 20 we au 
lieu de 3 p. 100 et un chauffage préalable de dix minutes a 48° C au lieu 

.) 
. Pi, présente note, nous apportons les résultats obtenus par celle 
| nouvelle technique sur 752 sérums examines eee ae 
| yéactions de Meinicke-clarification, Kline-cardiolipine, B. W. Kolmer 
) et B. W. Debains. 


2) V. Reynes, Ces Annales, 1950, 78, 288. h 2 
17 ei L. Samwr-Prix et S. Murermitcn. Ces Annales, 1950, 78, 83. 
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A. — 464 sérums de sujets présumés sains au point de vue affections 
syphilitiques se sont montrés négatifs & toutes ces réactions et a la 
réaction a l’isobornéol. 

B. 217 sérums de sujets atteints de syphilis plus ou moins récente, 
traitée ou non traitée, se sont montrés fortement positifs & toutes les 
réactions et positifs également, avec la méme intensité, A Ja réaction a 
V’isobornéol. 

C. — 65 sérums nous ont donné des résultats dissociés (la plupart 
provenant de sujets traités au dispensaire de l'Institut Alfred-Fournier). 

En voici les résultats : 


ISOBORNEOL 


NOMBRE B.w. B.w. KLINE 


KOLMER DEBAINS cardiolipine 


M.K.R.II 


de sérums 
positif négatif 


= 


rs 


— 
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Pe A i Mt fen oa 


Fe) PEL + 
abet lei GLessta alters 
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3. 
Ie 
9. 
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Ae 
4. 
2. 
2. 
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0. 
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Soit au total : 
RESULTATS 


poniete POURCENTAGE 
B.WiKolmers in) waren Perera 37 56,9 

B. Wi. Debains = (52. tae ee ean 33 50,7 
MKORAT* (is aie ee ee 28 40° 
Kiinexcardiolipine si uc) ct eacuemartee are 39 60 
Réaction & Visobornéol ....... eae gee 67,6 


Ces résultats démontrent 1l’excellente sensibilité de la réaction a 
lisobornéol. De plus, cette technique permet de trancher plus catégo- 
riquement les cas douteux, se montrant plus fortement positive dans 
certains cas Ou totalement négative dans les autres. Aucun de ces 
65 sérums ne donne de résultats douteux ou faiblement positifs avec cette 
réaction, ce qui permet une interprétation du résultat de laboratoire 
plus facile. 

CD: a 6 sérums de sujets présumés non syphilitiques et présentant une 
sérologie probablement faussement positive (1) ont été comparés : 


© Nous remercions trés vivement M. le médecin-commandant de Les- 
rade, qui nous a procuré le sang de ces malades, dépistés A Vhopi i 
‘ade, sang s stés a lhépital Domi- 
nique-Larrey, a Versailles. sacs 


STNG oe 


2 
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: i: i=] aes 
2s a fq. : og ° 
FR = zs = BS 
oS & as s S38 OBSERVATIONS = 
Z < Me : a2 5 
3) = a a 

+++ | ++ | ++ ++ — |Paludisme en période {ébrile, 4 
ps pentectdent ni de signes 
cliniques de ©. 

FEE) ++ (+++) — —  |deune soldat a sérologie inex- 2 
pliquée, sans passé colonial; 
interrogatoire et examen — 
au point de vue 4, vaccina- 
sone ieee et jennérienne 
pratiquées deux mois avant. 

Sicete aa =e — — |Malade traité pour affection 3 
{ gonococcique, puis accés 
palustre avec Plasmodium 
viva. 

t+4+ + +++ }+++]+++ |Malade 4 sérologie + irréduc- 4 
tible, malgré traitements 
variés et intenses. Aucun 
signe &, parenté et conjoint 
négatifs. 

—_— +++]+++] — |++4+4 |Hépatite amibienne, psoriasis 5 
récent, paludéen avec accés 
récent. 


+ ++ | ++ |+++]++4 |Cultivateur, dermite de la 
face et des plis par engrais 
azotés, crise de R.A.A., sé- 
dimentation a 63-102 mm., | 
aucun antécédent » connu. 


far) 


Parmi ces 6 sérums, 3 se révélent négatifs & la réaction de Saint-Prix 
et Mutermilch, les 3 autres restent positifs. 

En réalité, la difficulté d’interprétation de ces cas spécialement étudiés 
n’est pas résolue. Tout au plus pouvons-nous dire que la spécificité de 
ja réaction reste dans lés limites tolérées. 

En conclusion, nous devons signaler l’excellente sensibilité de cette 
réaction, bien supérieure A celle des autres floculations sur sérums frais. 

Cette sensibilité ne nuit aucunement 4 la spécificité et donne des 
lectures de résultats plus catégoriques, étant soit négatives, soit fran- 
chement + + ou + + +. 

Mais faut-il considérer ceci comme une qualité ou un défaut ? Si la 
} iecture se trouve, de ce fait grandement facilitée, les résultats, sous 
) forme quantitative, sont moins nuancés que dans les autres réactions 
de floculation. ei 
| Enfin, cette modification apportée a Meinicke-opacification n’exige 
|.aucun matériel spécial, reste d’une grande simplicité dans l’exécution 
l\et nous parait d’un grand intérét au point de vue pratique. 


(Institut Alfred-Fournier. Laboratoire des Antigénes.) 
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PREMIER VIRUS RABIQUE « RENFORCE » 
ISOLE A CHANGHAI 


par Y. Ca. LIEOU et C. C. KOUO. 


Au cours des dix, premiéres années de son fonctionnement, de 1937 
\ 1947, l’Institut antirabique de Changhai a isolé 87 souches de virus 


des rues. Aprés inoculation de ces virus par voie intracérébrale au 


lapin, la premiére incubation la plus courte a été de dix jours (1). 
D’autre part, en cinquante années de pratique, le laboratoire municipal 
n’a jamais isolé de virus dont la premiére incubation chez le lapin fat 
inférieure 4 dix jours (2). 

Nous aurions donc pu croire a l’absence du virus « renforcé » a 
Changhai, quand, au printemps 1948, l'Institut Pasteur isola une souche 
de virus « spontanément muté » dans les circonstances suivantes. 


PRovENANCE. — Un chien mourut trois jours aprés le début d’une 
maladie caractérisée seulement par la perte de l’appétit et par la fai- 
blesse générale. Aucune agressivité ne fut notée. Le propriétaire ne se 
souvint pas que son animal ait été mordu et affirma qu’un an aupa- 
ravant le chien avait été atteint d’une affection semblable qu’il avait 
surmontée spontanément. C’est done par acquit de conscience qu’on 
pratiqua des examens en vue de dépister la rage. L’autopsie ne montra 
macroscopiquement rien de particulier. L’examen microscopique de la 
corne d’Ammon (coloration de Lépine) décela la présence de rares 
corpuscules de Negri. L’inocuiation intracranienne faite sur 2 lapins 
conféra, dés le premier passage, la rage au bout de six jours. 


INOCULATIONS AUX ANIMAUX. — Voie intracranienne. — Au deuxiéme 
passage, l’inoculation 4 2 lapins a été suivie de paralysie compléte six 
jours aprés. Au troisiéme passage, l’inoculation a donné la rage a 2 lapins 
et 4 2 cobayes aprés cing jours, 4 1 chat aprés six jours et a 2 chiens 
aprés sept jours d’incubation. 16 passages ont été faits sur lapin 
jusqu’a présent (un an et demi aprés isolement du virus) ; son incu- 
bation oscille entre quatre et cinq jours. 

Voie intraoculaire. — Au deuxiéme passage, l’inoculation du virus a 
été faite dans la chambre antérieure de l’ceil de 2 lapins immunisés 
par le vaccin phéniqué [formule Fermi (3)], de 2 autres immunisés par 
le vaccin formolé [formule Plantureux-Jacotot (4)] et de 2 lapins neufs. 
Chez ceux-ci, la rage s’est déclarée au bout de sept et neuf jours, tandis 


(1) Rayna, Lizou et Kouo, Etudes ‘sur la rage, Imprimerie de Tou-Sé-Wé, 
1946, 18. — Fournier, Rapport sur le fonctionnement de l'Institut Pasteur de 
Changhai, en 1946, Imprimerie de Tou-Sé-We, 1947, 26. — Lizou et Kovo, 
Bull. Méd. Univ, VAurore, 1949, 44, 67. 

(2) Communication verbale du Dt W. K. Miao, chef du Service Antirabique 
au Laboratoire Municipal de Changhai. 

(3) LEPINE et Saurrer, Ces Annales, 1937, 59, 39. 

(4) Jacotot, C. R. Xe Congrés F. E. A. T. W., 1938, 4, 395. 
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que parmi les lapins immunisés 1 seul (du lot du vaccin formolé) a été 
atteint de rage au bout de onze jours. Nous considérons que cette expé- 
rience constitue une épreuve d’immunité croisée de valeur. 

Voie sous-cutanée. — Au deuxiéme passage, l’un des 2 lapins inoculés 
par voie sous-cutanée a pris la rage au bout de huit jours et l’autre est 
resté indemne aprés trois mois d’observation ; 2 chiens inoculés par la 
méme voie ont été tous deux paralysés, l’un aprés sept et l’autre aprés 
douze jours. 


EPREUVES DE DILUTION. — La technique utilisée est celle de Rem- 
linger (5). Une premiére épreuve fut faite au dixiéme passage et le taux 
final des dilutions était de 1/10.000: tous les lapins inoculés (par la 
voie intracérébrale) furent paralysés. Au passage suivant, on procéda A 
une deuxiéme épreuve avec, cette fois, le taux final de 1/100.000 : tous 
les animaux prirent encore la rage. Une troisitme épreuve faite au trei- 
zieme passage fixa le taux limite a 1/200.000. 


VALEUR IMMUNISANTE. — Avec cette souche, nous avons préparé un 
vaccin phéniqué (formule Fermi), qui servit 4 immuniser 2 lapins. 
Ceux-ci recurent 10 injections intrapéritonéales de 10 cm? d’émulsion 


vaccinale 4 cinq jours d’intervalle (5 injections de vaccin atténué 


| a 38° et 5 de vaccin atténué a 22°). Ces 2 animaux ont ensuite 
| bien supporté l’injection intra-oculaire d’un dose de virus fixe qui 


| _ tua 2 lapins témoins dans les délais normaux. 


~ Conc~usion. — Aussi bien aux passages sur animaux qu’a l’épreuye 
de la dilution, le virus des rues en question se comporte bien comme 


un virus « renforcé ». 
Ce virus est négrigéne et posséde en plus une valeur immunisante tres 


nette. 
C’est la premiére fois depuis cinquante ans qu’un virus de ce genre 


est isolé 4 Changhai. 
(Institut Pasteur de Changhai.) 


INOCULATION INTRACEREBRALE A TRAVERS L’ORBITE 
fOU LA FOSSE NASALE CHEZ LA SOURIS BLANCHE 


par Y. Cu. LIEOU et C. C. KOUO. 


! Oshida (1) a le premier proposé 1’inoculation intracérébrale du virus 

rabique A travers l’orbite chez le lapin. ; Os Ae 
| Remlinger (2) a ensuite étudié ce procédé chez le lapin et chez les 
| animaux suivants : chien, chat, cheval, porc, mouton, chévre, bovidés, 


| (©) Remuincer et Bamty, Bull. Inst. Pasteur, 1935, 30, 609. 
) (1) Osuwa, Centr. Bakter. I. Referate, 1904, 34, 46. 
(2) Remuncer, C. R. Soc, Biol., 1924, 90, 1388. 
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cobaye, rat, poule, batraciens, poissons. D’aprés un travail gu’il a publié 
avec Bel (3) et dans son livre récent sur la rage (4), il déconseille nette- 
ment d’aborder le cerveau par cette voie chez le lapin, en raison d’une 
disposition anatomique snéciale, et chez les autres animaux il Va 
complétement délaissée malgré des avantages que lui-méme reconnaissait. 

Ignorant ces travaux et intéressés par des recherches de Webster (5) au 
sujet de l’inoculation intracérébrale du virus rabique 4 la souris soit 
pour le diagnostic de la rage, soit pour le titrage des vaccins anti- 
rabiques, nous avons voulu observer nous-mémes l’effet de certains 
virus entretenus a l'Institut Pasteur de Changhai sur les souris de 
notre élevage. Celles-ci appartiennent A une race blanche importée, 
dont les individus, deux mois aprés la naissance, pésent 20 a 25 g. ; ce 
sont les animaux de cet Age que nous utilisons. 

Nous avons d’abord employé le procédé du clouage et plusieurs échecs 
s’en suivirent. Ceci nous incita a étudier la littérature concernant la 
question et spécialement certains travaux américains sur la rage (6). 
Malheureusement, nous ne trouvames dans ces travaux aucun détail 
opératoire pouvant nous aider a4 résoudre le probléme. Nous pens&mes: 
alors & accéder au cerveau de la souris 4 travers les orifices naturels : 
orbite, fosse nasale. Aprés une étude sommaire du squelette, nous 
fimes quelques essais qui furent couronnés de succés, Ce sont ces essais 
que nous relatons dans cette note préliminaire. 


TECHNIQUE ET RESULTAT..— Contention de l’animal. — Nous utilisons 
un tube cylindrique en bois ayant la taille de la souris et fendu selon 
l’axe vertical en deux moitiés égales. On ferme ces deux parties sur le 
corps de l’animal qui est alors immobilisé ; on a soin de laisser libre la 
téte sur laquelle on va opérer. ; 

Voie transorbitraire. — On engage une aiguille trés fine de 1 cm. de 
long dans l’angle interne de l’ceil en avant du globe oculaire. Trés 
facilement, on perfore la paroi osseuse et, en se dirigeant obliquement 
en dedans et en arriére, on pénétre dans la boite cranienne. On enfonce 
Vaiguille de 8 mm. environ et on injecte 0,05 cm* d’une émulsion de 
virus rabique ou de virus d’Aujeszky 4 1/1.000 (1 g. de cerveau pour 
1 litre d’eau physiologique). Par ce procédé, nous avons obtenu les 
résultats suivants : 

5 souris inoculées avec le virus rabique meurent au bout de six 
jours aprés une rage paralytique typique. De méme 6 souris inoculées 
avec une souche de virus rabique local fixé par passages en cerveau de 
cobaye ; chez ces derniéres, 1’incubation est de cinq jours. 

3 souris inoculées avec une souche locale de virus d’Aujeszky meurent 
au bout de deux jours et demi aprés avoir présenté des signes de prurit 
trés nets. De méme 3 souris inoculées avec une souche de virus 
Aujeszky, envoyée par le professeur Lépine, de Paris, et entretenue A 


(3) RemuinceR et Bex, Arch. Inst. Past. Tunis, 1924, 8, 192. 

(4) ReMuincerR et Batty, La Rage, Maloine, 1947, 38. 

(5) WesstEeR et Dawson, Proceed. Soc. exp. Biol., 1935, 32, 570. — Wesster 
J. exp. Med., 1939, 70, 87. ; 

(6) Hoyt, Fisk et Moore, Proceed. Soc. ezp. Biol., 1935, 32, 1560. — 


ac ‘e Eee Med., 1940, 70, 445 et 453. — WesstTER, Amer. J. publ. Health, 
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Changhai ; avec ce dernier virus l’incubation est plus courte (de un 
jour et demi a deux jours). 

Voie transnasale. — On emploie également une aiguille trés fine, 
| mais longue de 2 cm. On l’enfonce d’abord dans la fosse nasale ; 
| suivant une direction horizontale et d’avant en arriére, on entre dans 
| la boite cranienne presque sans résistance. On fait pénétrer l’aiguille sur 
| une longueur de 1,5 cm. et on inocule la méme dose de virus que 
| précédemment. 
| Avec ce procédé, nous avons inoculé 6 souris : 3 avec le virus 
_ d’Aujeszky, Paris, 3 avec le virus d’Aujeszky, Changhai. Elles sont 
| mortes aprés avoir présenté des signes de prurit, spécialement au niveau 
_ du nez. L’incubation a été également plus courte pour le virus Paris 
(un jour et demi-deux jours) que pour le virus Changhai (deux jours et | 
demi). 

ConcLusion. — L’inoculation intracérébrale & la souris est une opé- 
| ration assez délicate et le procédé ordinaire du clouage est difficilement 
_ applicable. D’aprés les premiers résultats que nous avons pu obtenir, 
|, aussi bien avec le virus rabique qu’avec le virus d’Aujeszky, il semble 
|, qu’on doive recommander le procédé d’accés au cerveau chez cet animal 
| par les orifices naturels (orbite ou fosse nasale). C’est un procédé extré- 
|| mement simple qui peut réussir du premier coup, méme entre les mains 
| les moins expérimentées. 


(Institut Pasteur de Changhai.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de UInstitut Pasteur : 


Influence de l’éclairement des sujets sur le temps d’incubation 
de la mosaique du tabac, par D. Scnwanrrz et J. Cuzin. 


| Immunsérum anti-hémolytique, par R. Larorte, L. Harpre ve Looze 
et P. RouLiEr. 


Un nouveau test de physio-pathologie : la fiche réticulo-endo- 
théliale, par G. Sanvor et J. C. Wer-Face. 


LIVRES RECUS 


\\P. Hawking et J. Stewart Lawrence. — The Sulphonamides. H. K. Lewis 
and C° Ltd., London, 389 pages, 24 x 16 cm. Prix : 42 sh. 


| Etude d’ensemble des sulfamides et de leurs applications. L’ouvrage 
«comprend 27 chapitres au cours desquels sont successivement passés en 
Sirevue la chimie des sulfamides, le titrage des sulfamides dans Jes 
(organes et liquides organiques, l’action des sulfamides sur les bactéries, 
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la résistance acquise des bactéries aux sulfamides, la pharmacologie et 
le mode d’utilisation, le choix d’un composé particulier en fonction du 
but A atteindre, les différentes infections bactériennes qui sont justi- 
fiables du traitement sulfamidé, l’application des sulfamides au trai- 
tement des blessures, des brdilures, & la dermatdlogie, aux différentes 
spécialités, etc. ; enfin, les effets toxiques des sulfamides sur les diffé- 
rents organes. L’ouvrage s’achéve sur une liste de références qui occupe 
25 pages. 

Ouvrage clair, compréhensif qui, sans étre doté d’éléments originaux, 
condense une large documentation. Les indications pharmacologiques 
et le choix des différents composés sont essentiellement traités du point 
de vue des praticiens britanniques. Les schémas, les illustrations, dont 
plusieurs en couleurs, contribuent 4 assurer a ce livre une excellente 
présentation, digne de son contenu. ; 

Paks 


John Almeyda. — Major Symptoms in Clinical Medicine. Henry Kimptom, 
25, Bloomsbury way, London W.C.1, 1950, 378 pages, 25 x 16 cm. 
Prix : 25 sh. 


Cet ouvrage, qui comprendra deux volumes, est vraisemblablement 
rédigé a l’intention des étudiants. Il part du principe de la description 
des symptoémes pour remonter a la cause. Malgré son apparente logique, 
le systéme est assez arbitraire ; il suffit, pour s’en rendre compte, de 
parcourir certains chapitres tel celui qui traite de la perte de poids, 
de l’épistaxis ou du ronflement nocturne. La méthode est plus défen- 
dable lorsqu’il s’agit de pathologie descriptive, comme dans les éruptions 
cutanées ou l’obésité. Une abondante illustration concourt A une pré- 
sensation luxueuse sur p pier couché qui fait d’autant plus regretter la 
déplorable qualité de quelques-unes des illustrations. 

1s Tey 


Le Gérant.; G. Masson. 
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EXTRAIT DES STATUTS : 


}| Article premier. — L/’association dite Association des Microbiologistes y 
|| de Langue Francaise, fondée en 1937, & Faris, a pour but de grouper les' 
y Microbiologistes de langue frangaise et de créer entre eux un lien. Elle 
j.a son siége ¥ Paris. 

) ULiassociation se compose de membres nationaux et de membres 

)\étrangers de toutes langues. 

\ la langue frangaise est la langue officielle des Congrés de 1l’Association 

jiet celle de la publication de ses travaux. 

| Art. 2, — L’A.M.L. F. est instituée uniquement pour |’étude et la 

)(discussion en commun de toutes 2 disciplines relevant de la science 

/i microbiologique. 

Hs Art. 8. — Les membres nationaux de 1’A.M.L.F., ainsi que les 

ignembres étrangers résidant habituellemeft en France constituent la Sec- 

jition frangaise de 1’A.M.L. F. ou’ SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIO- 

JILOGIE. La Section francaise de VA. M.L. F. recgoit dans l’intervalle des 

)(Congrés une délégation permanente du Conseil de !’A. M. L. F. Son activité 

scest régie par un réglement) intérieur, approuvé par l’Assemblée Générale. 

| Art. 4. — La Section francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANGAISE 

‘IDE MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de | 
lV Association internationale de Microbiologie. 

| Art. 5. — Peut faire partie de |’Association toute personne remplissant 

irene fonction scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 

“Jogie pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno-— 
) logie, sérologie, chimiothérapie, cancérologie), ou ayant publié des travaux 


diiécidées par le Bureau de la Section frangaise. 
| Le Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
“ne serait pas rontorme aux buts de I’association ou au caractére de ses 


Art. 27, — Le auteurs des communications et démonstrations devront 
& membres de l’Association. Les étrangers A l’Association ne seront 
yiacceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau & faire une communi- 
‘cation, ou si un membre de l’Association ayant assisté aux recherches 
| rapportées: se charge de discuter Je ra en séance. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
}oar l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |!’Associa- 
jilon se réunit en séances consacrées a des communications scien- 
)iifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre 
/>xceptés), 4 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre, 
‘\le l'Institut Pasteur ; elles sont publiques. 

_ Les membres désirant présenter des communications sont priés 
Ven aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
“our permettre l’établissement de l’ordre du jour de la réunion. 

i Le texte des communications doit étre remis a4 la séance, établi 


‘ve varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 


| 


des auteurs cités sera établie, confor 


| année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. L 


mément aux régles admises F 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans_ rdre suivar 
nom de l'auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiqu 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les\abréviations des noms_ 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aud 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent ét 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter” 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, | 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur. . | 4 

En raison des restrictions ‘apportées aux publications par les” 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les” 
Annales de (Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références: 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
4 son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. ef 


5 


Le Secrétaire général : P. Lépine. y 


Seance du @ Mai 1950. 
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